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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Pojem Slovenski izraz Angleški izraz 
EST Oznaka izraženega zaporedja Expressed sequence tag 
RNA-Seq Sekvenciranje RNA RNA sequencing 
NGS Sekvenciranje naslednje generacije Next generation sequencing 
HLVd Hmeljev latentni viroid Hop latent viroid 
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SLOVAR IZRAZOV 
Soseska (angl. conting) – Neprekinjen linearen niz DNA ali RNA zaporedja. Lahko je 
sestavljen tudi iz več manjših, delno prekrivajočih fragmentov - odčitkov. 
 
K-mer – Kratek, unikaten element DNA dolžine "k", ki se uporablja pri novejših algoritmih 
za sestavljanje zaporedij.  
 
Odčitek – Kratko DNA ali RNA zaporedje, pridobljeno iz matičnega zaporedja z uporabo 
visoko-zmogljivega sekvenciranja. 
IHPS – Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije 
Obojesmerno sekvenciranje – paired end sequencing 
Consensus – zaporedje soglasja 
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1 UVOD 
Hmeljarstvo ima v Sloveniji dolgoletno tradicijo, saj naj bi se na območju današnje Slovenije 
prva polja hmelja pojavila že v 12. stoletju. Od takrat se je njegova pridelava najbolj razširila 
v Savinjski dolini in je bilo tako v letu 2014 1.296 ha zemljišč zasajenih s hmeljem. Število 
hmeljišč se je v zadnjih dvajsetih letih zmanjševalo, vseeno pa je v letu 2015 glede na 
prejšnje leto opaziti povečevanje površin hmelja za 109 ha (Statistični urad RS, 2015). 
 
Sort hmelja, vpisanih v sortno listo, je bilo leta 2015 sedemnajst, od teh se jih prideluje deset, 
največ površin pa zasedajo sorte ‘Celeia’, ‘Savinjski golding’, ‘Aurora’ in ‘Bobek’. Tri 
četrtine hmeljskih nasadov se nahaja v Savinjski dolini, ostalo tretjino pa najdemo še na 
ormoško-ptujskem območju, Slovenj Gradcu in Radljah ob Dravi (Ferant in sod., 2012). 
Gospodarsko pomembna je ženska rastlina hmelja z neosemenjenimi storžki, ki se 
uporabljajo v  pivovarstvu zaradi vsebnosti grenčičnih smol in esencialnih olj, nastalih v 
lupulinskih žlezah. Med 80 in 90 % hmelja se izvozi, od tega okoli 75 % na trg Evropske 
unije (Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, 2012), ostalo odkupijo domače 
pivovarne (MKGP, 2015). 
 
Poleg tržnih razmer in vremenskih dejavnikov (toča, suša) na pridelek in proizvodnjo hmelja 
močno vpliva pojav patogenih organizmov, med katere uvrščamo glive, bakterije, 
fitoplazme, viruse in viroide. Preučevanje slednjih je bila tudi rdeča nit naše naloge. 
 
V hmelju so do sedaj odkrili štiri viroide (poglavje 2.5): 
- hmeljev latentni viroid (HLVd) (Puchta in sod., 1988); 
- viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) (Sasaki in Shikata, 1977); 
- viroid grbavosti jabolk (AFCVd) (Sano in sod., 2004); 
- viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) (Jakše in sod., 2015). 
 
Vse viroide so potrdili tudi v slovenskih hmeljiščih, z izjemo AFCVd, ki je prisoten le v 
nasadih na Japonskem. 
 
Hmeljev latentni viroid na večini sort ne povzroča izrazitih bolezenskih znamenj, zmanjšuje 
pa količino pridelka in vsebnost alfa kislin v storžkih (Barbara in sod., 1990; Matoušek in 
sod., 2001).  
 
Zaradi latentnosti na večini sort in vegetativnega razmnoževanja je HLVd vsesplošno 
razširjen na večini svetovnih hmeljarskih območjih (Pethybridge in sod., 2008).  
 
Za razliko od HLVd, viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) povzroča zelo agresivna 
bolezenska znamenja, kot so zmanjšana rast, rumenenje in zvijanje listov, onemogočeno 
vzpenjanje po opari in odmiranje koreninskega sistema rastlin. CBCVd je bil v hmelju do 
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sedaj odkrit le v Sloveniji (Jakše in sod., 2015), medtem ko je na agrumih kot gospodarsko 
manj pomemben viroid poznan od leta 1988 (Duran-Vila in sod., 1988; Puchta in sod., 1988). 
 
Viroidi so bili zaradi svoje velikosti odkriti kasneje kot drugi rastlinski patogeni, njihova 
glavnina je bila potrjena šele v 80-ih in 90-ih letih prejšnjega stoletja. V povezavi s tem so 
tudi raziskave o medsebojnih interakcijah med rastlino in viroidi daleč za raziskavami 
interakcij z drugimi patogeni (Prell in Day, 2001; Stange, 2006; Gaur in sod., 2014). 
Pri interakciji viroid-rastlina se pojavljata dve pomembni vprašanji: 
1. Kako viroid kot najmanjši rastlinski patogen okuži rastlino in 
2. preko katerih mehanizmov povzroča bolezenska stanja v rastlini. 
 
Za patogenezo viroida je predpostavljenih več mehanizmov; od vpliva viroida na signalno 
transdukcijo ali proteine vključene v obrambo, do transkripcijskega in post-transkripcijskega 
utišanja genov (Flores in sod., 2016). V zadnjih letih je vedno več objav in dokazov, da 
viroidi verjetno utišajo določene gene gostitelja s pomočjo mehanizma malih RNA (Zhu in 
Guo, 2011; Navarro in sod., 2012a) oz. RNA interference (RNAi). Zaporedje viroida encim 
DICER razreže na karakteristično dolžino malih RNA. Take male RNA imenujemo male 
viroidne RNA (vd-sRNA, angl. viroid-derived small RNAs). Te male RNA se lahko 
povežejo v RISC kompleks in preko sekvenčne podobnosti delujejo na morebitne rastlinske 
transkripte tako, da jih utišajo. Za ugotovitev morebitnih tarč (genov oz. transkriptov), na 
katere lahko delujejo vd-sRNA, je potrebno poznati gene oz. genske modele, ki jih 
preučujemo. Razvoj tehnologij na področju določanja nukleotidnih zaporedij naslednje 
generacije (NGS) nam je omogočil, da lahko tudi pri nemodelnih organizmih hitro 
pridobimo podatke o transkriptih. 
 
V nalogi smo želeli preučiti interakcijo med hmeljem in dvema viroidoma na nivoju post-
transkripcijskega utišanja genov (PTGS). Transkriptom hmelja, ki je bil do sedaj že določen 
s Sangerjevo tehnologijo, smo obogatili z novimi transkriptomskimi podatki, pridobljenimi  
z uporabo NGS tehnologije.  Z anotacijo transkriptoma smo pridobili številne transkripte, ki 
so nam služili pri odkrivanju tarč malih viroidnih RNA (vd-sRNA) za preučitev mehanizma 
interakcije. Pridobljena nukleotidna zaporedja so dostopna preko javno dostopne 
podatkovne zbirke SRA (angl. Sequence Read Archive) in tako na voljo drugim 
raziskovalnim skupinam. 
 
Rezultati naloge bodo imeli nedvomno aplikativni doprinos, saj nam bodo pomagali 
razumeti mehanizem patogeneze viroidov. 
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1.1 CILJI NALOGE 
V naši nalogi smo si zastavili naslednje raziskovalne cilje: 
1. Predpostavljamo, da bomo z izbrano NGS tehnologijo, ki omogoča obsežno pokritost 
nukleotidov, uspešno de-novo sestavili transkriptom hmelja. 
2. Tako sestavljen transkriptom hmelja nam bo omogočil iskanje tarč za vd-sRNA, ki 
jih inducirata HLVd in CBCVd (simulirani in dejanski podatki za vd-sRNA). 
3. S pomočjo kvantitativnega PCR v realnem času bomo poizkušali eksperimentalno 
dokazati utišanje hmeljnih transkriptov, ki so morebitne tarče za vd-sRNA. 
4. Odkrite in potrjene vd-sRNA, ki utišajo gostiteljske gene, nam bodo omogočale 
odkriti regije viroida, ki so ključnega pomena za izražanje bolezenskih znamenj. 
 
Naloga je zajemala naslednje delovne sklope: 
1. Vzorčenje različnih tkiv hmelja sorte ‘Celeia’ skozi celotno rastno obdobje, ki traja 
od aprila do avgusta, za potrebe sestavljanja transkriptoma. 
2. Izolacijo RNA z namenskim kompletom Spectrum Plant Total RNA Extraction Kit 
(Sigma Aldrich), pregled RNA vzorcev s formaldehidno elektroforezo in AGILENT-
om, ter merjenje koncentracije in razmerja 260/280 na spektrofotometru NanoVue 
(GE Healthcare). 
3. Izbiro najboljših vzorcev RNA ter sekvenciranje na platformi Illumina. 
4. De-novo sestavljanje transkriptoma hmelja s pomočjo orodja CLC Genomics 
Workbench. 
5. Anotacijo transkriptoma hmelja s pomočjo orodja Blast2GO (BioBam). 
6. In-silico razrez viroidnih zaporedij na 21, 22 in 24 bp dolge molekule s pomočjo 
Python skripte. 
7. Primerjanje kratkih molekul s transkriptomom hmelja s pomočjo dveh orodij – sRNA 
Workbench in psRNATarget tool. 
8. Anotacijo najdenih tarč s pomočjo orodja Blast2GO. 
9. Izbor tarč za analizo qPCR (štirje seti tarč):  
- 1. set tarč: poudarek na genih hormonalnih poti, ki sodelujejo pri odgovoru 
rastline na patogene, 
- 2. set tarč: biogeneza malih RNA, 
- 3. set tarč: najboljše prileganje malih viroidnh RNA na transkript, 
- 4. set tarč: tarče vd-sRNA, za katere imamo podatek, da so v rastlini hmelja 
lahko prisotne v visoki koncentraciji. 
13. Dizajniranje začetnih oligonukleotidov s pomočjo Primer Express 3.0 za analizo 
PCR v realnem času s SYBR Green tehnologijo. 
14. Statistično analizo qPCR rezultatov s pomočjo ΔΔCq metode. 
15. Interpretacijo rezultatov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IZVOR LATINSKE BESEDE ZA HMELJ ‘Humulus lupulus L.’ 
Latinska beseda ‘humulus’ v dobesednem prevodu pomeni ‘negotov izvor’, vendar najdemo 
besedo ‘humela’ tudi v nemškem jeziku, kjer beseda ponazarja rastlino hmelja. Druga 
latinska beseda ‘lupulus’ pomeni ‘majhen volk’ in se nanaša na habitat rastline, saj rastlina 
s plezanjem na gostiteljsko rastlino le-to tudi zaduši. Zaradi nagnjenosti k plezanju na 
drevesa vrb (Salix sp.) so hmelj v zgodovini poimenovali tudi ‘vrba-volk’ (Charters, 2006). 
 
2.2 TAKSONOMIJA 
Gencenter rodu Humulus je Kitajska in se je prvotno nahajal na severni polobli med 35° in 
70° geografske širine, vključujoč Evropo, Azijo ter Severno Ameriko (Small, 1978). 
 
Hmelj je dvokaličnica, spada v red koprivovcev (Urticales), kamor uvrščamo tudi navadno 
koprivo (Urtica dioica). Hmelj in konoplja (Cannabis sp.) spadata v družino konopljevk 
(Cannabaceae).  
 
Pri rodu hmelja so poznane tri vrste: 
- Humulus yunnanensis L., 
- Humulus japonicus L., 
- Humulus lupulus L. 
 
2.2.1 Humulus lupulus L. 
 
Humulus lupulus je zelnata dvodomna trajnica in plezalka (Rode in sod., 2002), ki zraste 
tudi do 10 metrov visoko. V naravi se razširja s pomočjo rizomov ali pa semen. Gojeni hmelj 
izhaja iz divje rastočih hmeljev Evrope in zahodne Azije. Pri vrsti Humulus lupulus 
razlikujemo pet taksonomskih varietet glede na geografsko razširjenost (Small, 1978): 
- H. lupulus var. lupulus je evropski divji hmelj, 
- H. lupulus var. cordifolius je japonski divji hmelj, 
- H. lupulus var. neomexicanus na zahodnem delu Severne Amerike, 
- H. lupulus var. pubescens na vzhodnem delu Severne Amerike, 
- H. lupulus var. lupuloides na vzhodnem delu Severne Amerike ter Kanade. 
 
Medsebojna križanja vseh varietet so možna in dajo plodnega potomca (Neve, 1991). Vse 
poznane sorte izhajajo iz vrste H. lupulus L. Ekonomsko je pomembna le ženska rastlina, 
moška rastlina pa se uporablja izključno za žlahtnjenje novih sort. V slovenskih nasadih 
najdemo različne sorte, ki so po večini rezultat domačih programov odbire ali žlahtnjenja: 
‘Savinjski golding’, ‘Aurora’, ‘Bobek’, Celeia’, ‘Dana’ in ‘Styrian gold’ (Čerenak in Ferant, 
2012). 
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2.3 MORFOLOŠKE ZNAČILNOSTI HMELJA 
Rastlino sestavljajo vegetativni nadzemni deli, razmnoževalni organi in vegetativni 
podzemni deli. Prezimijo le slednji. Podzemni del sestavljajo koreninska tkiva in tkiva 
stebla, ki skupaj tvorijo koreniko oz. štor. Ta vsako leto prirašča in ima življenjsko dobo do 
25 let, ki pa je odvisna predvsem od pogojev na rastišču, kultivarja in obdelave (Rode in 
sod., 2002). 
 
Listi, steblo in stranski poganjki spadajo med vegetativne nadzemne dele. Listi se nahajajo 
na steblu in stranskih poganjkih, razporejeni so parno na vsakem kolencu in si ležijo 
nasprotno. Na rastlini se opazijo različno oblikovani listi, kar imenujemo heterofilija. 
Starejši listi so trikrpati ali petkrpati, nekateri kultivarji imajo tudi sedemkrpate. Rob listov 
je izobčen, listne žile so lepo vidne, površina listov pa je dlakava (Rode in sod., 2002; Ferant, 
2012). 
 
Rastlina je dvodomna, kar pomeni, da najdemo moške cvetove na eni in ženske na drugi 
strani rastline. Moške cvetove prepoznamo po tem, da so majhni in združeni v grozdasta 
socvetja na zgornjih zalistnikih rastline. Ženski cvetovi so združeni v socvetja, ki so 
sestavljena iz vretenc z nodiji. Na posameznem nodiju najdemo krovne lističe (brakteje) in 
par prilistov (brakteole) (Ferant, 2012). 
 
Storžek je dozorelo žensko socvetje, njegova velikost pa je odvisna od kultivarja. V 
gospodarski pridelavi je zaželen le storžek brez semen (slika 1A). Oblika krovnih listov in 
prilistov omogoča razlikovanje med osemenjenimi in neosemenjenimi storžki (slika 1). Ko 
začne socvetje dozorevati, nastane značilna oblika storžka. Krovni listi in prilisti se 
povečajo, se opekasto prekrivajo in oblikujejo. Lupulinske žleze se razvijejo na dnu krovnih 













Slika 1: A) Prikazuje neosemenjen storžek (Lejca.si., 2012); B) Prikazuje osemenjen storžek. 
Figure 1: A) Picture shows seedless hop cone (Lejca.si., 2012): B) Picture shows hop cone with seeds. 
A B 
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Slika 2: Sliki prikazujeta hmeljni nasad v Šempetru v Savinjski dolini. 
Figure 2: Pictures show hop garden at Šempeter in Savinja valley. 
 
 
V Sloveniji se je hmelj (Humulus lupulus L.) prvič v zapisih pojavil v 12. stoletju, na 
posestvu brižinskih škofov v okolici Škofje Loke. Pod vladavino Marije Terezije so se v 
nekaterih slovenskih mestih začele ustanavljati kmetijske družbe, ki so spodbujale uvajanje 
kmetijskih rastlin, vključno s hmeljem. Prvi poskusi hmeljarstva tega obdobja, ki pa se niso 
obdržali, so bili v okolici Ptuja, Velenja in Maribora (Majer in sod., 2002).  
 
Kot začetek trajne gojitve hmelja v Savinski dolini se šteje leto 1870, ko so na posestvu 
graščine Novo Celje začeli saditi württemberški (tettnanški) hmelj (Baš, 1925). Kmetje sprva 
niso imeli posluha za gojenje nove kulture, vendar sta leta 1882 dva odločilna dejavnika 
povečala gojenje hmelja. Prvi je bil cena, ki je narasla do te mere, da so se kmetje odločili 
gojiti hmelj, in drugi, ta, da sta Janez Hausenbichler in Karl von Haupt vpeljala v Savinjsko 
dolino angleško sorto ‘Golding’, ki se je izkazala kot najustreznejša vrsta hmelja na tem 
območju (Baš in sod., 1970; Majer in sod., 2002). Nova sorta je tudi izpodrinila 
württemberški hmelj, ki ga je leta 1928 popolnoma uničila hmeljeva peronospora (Majer in 
sod., 2002). Zaradi širitve hmeljarstva je bila leta 1902 ustanovljena Hmeljarna, ki je skrbela 
za prodajo hmelja. Velika pridobitev Hmeljarne je bila, da ni bilo potrebno hmelja za prodajo 
in pakiranje odvažati v Nürnberg v Nemčijo (Majer in sod., 2002). Hmeljarna je delovala do 
leta 1906, ko je pogorela do tal. Leta 1908 je bila ustanovljena Oznamkovalnica za hmelj, 
vendar naslednjih 20 let oznamkovanje hmelja še ni bilo obvezno (Majer in sod., 2002). V 
letih pred 2. svetovno vojno je bilo na območju Slovenije zasajenih 2800 ha hmeljskih 
površin, od tega več kot 90 % v Savinjski dolini (Majer in sod., 2002). 
 
Leta 1952 sta iz hmeljarske zadruge nastala Hmezad ter Hmeljarski inštitut, ki se je kasneje 
preimenoval v Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). Dvajset let pozneje, 
leta 1972, so se v slovenskih hmeljiščih začele širiti prve, na Inštitutu vzgojene sorte: 
‘Aurora’, ‘Atlas’, ‘Ahil’ in ‘Apolon’, v 80-ih 'Bobek' in 'Buket', v 90-ih pa tudi ‘Celeia’, 
‘Cerera’, ‘Cekin’ in ‘Cicero’ in nato današnje najnovejše sorte (IHPS, 2017).  
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Slika 3: Prikaz storžkov sorte ‘Celeia’. 
Figure 3: Cones belong to cultivar ‘Celeia’. 
 
2.4 HMELJ IN PIVOVARSTVO 
Hmelj se v prvi vrsti prideluje za uporabo v pivovarstvu za okus, aromo in obstojnost piva. 
Kakovost hmelja v pivovarstvu se ocenjuje na podlagi različnih kriterijev, kot so osnovno 
razvrstitev hmelja na aromatične in grenčične sorte, sortna čistost, vsebnost alfa-kisline, 
vsebnost aromatičnih sestavin (eterično olje), vsebnost taninov, kot so polifenoli, 
antocianogeni in flavonoidi-ksantohumol, obstojnost v skladišču, kakovost grenčice, 
izkoristek grenčičnih sestavin ter kakovost in intenzivnost hmeljne arome. Poleg tega mora 
biti prisotnost nitratov čim nižja, prav tako kot tudi prisotnost težkih kovin in 




Slika 4: Pivovarna Obolon v Kijevu (Ukrajina) in nekateri njihovi proizvodi. 
Figure 4: Obolon brewery in Kiev (Ukraine) and some of their products.  
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2.5 VIROIDI 
Viroidi so najmanjši rastlinski patogeni, ki so zgrajeni iz gole enoverižne krožne RNA, ki je 
dolga med 246 in 401 bp (Flores in sod., 2005) in nimajo kapside (Hajeri in sod., 2011; 
Navarro in sod., 2012a). So manjši od virusov in ne kodirajo proteinov, vendar ima njihova 
RNA v nekaterih primerih katalitično aktivnost (Flores in sod., 2001). Po rastlini se širijo 
sistemsko in lahko povzročajo podobne simptome, kot jih povzročajo virusi (Góra-
Sochacka, 2004). Simptomi, ki se pojavljajo, so kloroza, zmanjšan vigor, rumenjenje listov 
in drugi (Parisi in sod., 2010). 
 
Prvi viroid je bil odkrit leta 1971 na krompirju (Solanum tuberosum). Istega leta so tudi 
predlagali besedo ‘viroid’ za vse povzročitelje bolezni v rastlini, ki so zgrajeni iz RNA, ne 
kodirajo proteinov, imajo zelo majhno molekulsko težo in se razmnožujejo s pomočjo 
biosinteznih poti v okuženi rastlini (Diener, 1971). Viroid so poimenovali viroid vretenatosti 
krompirjevih gomoljev (angl. Postato Spindle Tuber Viroid - ‘PSTVd’). Kasneje so odkrili 
mnogo drugih viroidov na različnih rastlinah, ki so jih uvrstili v dve taksonomski družini 
Pospiviroidae in Avsunviroidae. Prvi se razmnožujejo v celičnem jedru in imajo v svojem 
zaporedju RNA t.i. centralno ohranjeno območje – CCR (angl. central conserved region) in 
karakteristično paličasto strukturo, predstavniki druge družine pa se razmnožujejo v 
kloroplastih (Flores in sod., 1998) in imajo na eni strani značilno razvejano strukturo. 
Pogosto imajo tudi ribocimsko katalitično aktivnost. 
 
Hmelj okužujejo štirje viroidi – hmeljev latentni viroid (HLVd, angl. hop latent viroid) 
(Puchta in sod., 1988), viroid zakrnelosti hmelja (HSVd, angl. Hop stunt viroid) (Sasaki in 
Shikata, 1977), viroid grbavosti jabolk (AFCVd, angl. apple fruit crinkle viroid) (Sano in 
sod., 2004), in nedavno odkrit in potrjen viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd, angl. 
Citrus bark cracking viroid) (Jakše in sod., 2015). Vse od zgoraj naštetih viroidov najdemo 
v slovenskih nasadih hmelja, razen AFCVd, ki je trenutno prisoten le na Japonskem (Sano 
in sod., 2004). Vse uvrščamo v družino Pospiviroidae. HSVd, ki povzroča viroidno 
zakrnelost hmelja, in CBCVd, ki povzroča hudo viroidno zakrnelost hmelja, sta uvrščena na 
seznam karantenskih škodljivih organizmov v Sloveniji. CBCVd pa je od leta 2015 tudi na 
opozorilni listi Evropske organizacije za varstvo rastlin (EPPO, 2017), 
 
Predstavniki družine Pospiviroidae tvorijo s svojo RNA značilno sekundarno paličasto 
strukturo, kjer se izmenično menjata območja z dvovijačnico ter enovijačne zanke. Paličasta 
struktura ima definiranih več območji – centralno (C), patogeno (P), variabilno (V), 
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Slika 5: Shematski prikaz območji (domen) na viroidnem zaporedju predstavnika družine Pospiviroidae. R in 
Y označujeta kratki vijačnici oligo-purinov (R) in oligo-pirimidina (Y) (McInnes in Symons, 1991). 
Figure 5: A schematic illustration shows viroid sequence with domains. R and Y show oligo purine (R) and 
oligo-pyrimidine helix (Y) (McInnes and Symons, 1991). 
 
Centralno območje (domena C) je najbolje ohranjeno območje. Pri primerjavi zaporedij 
različnih viroidov so ugotovili zelo veliko podobnost centralne domene. Glavni lastnosti sta 
strogo ohranjena v U izbočena vijačnica in obratno zasukano zaporedje (puščici na sliki 5), 
kar skupaj določa t.i. centralno ohranjeno območje (CCR) (McInnes in Symons, 1991). 
 
Patogeno območje (domena P) je domnevno povezano z izražanjem simptomov pri 
gostiteljski rastlini. Glavna lastnost območja je 15 do 20 nukleotidov dolgo prevladujoče 
adeninsko zaporedje, ki se vedno nahaja na zgornji strani viroidnega zaporedja, razen pri 
viroidu CCCVd (angl. coconut cadang-cadang viroid). Na spodnji strani viroidnega 
zaporedja se pogosto nahaja kratko zaporedje uracila (od štiri do sedem nukleotidov dolgo), 
izjema sta CCCVd in CTiVd (angl. coconut tinangaja viroid), ki imata kratko zaporedje 
sedem nukleotidov adenina (McInnes in Symons, 1991). 
 
Variabilno območje (domena V) ima največjo variabilnost tudi med filogenetsko sorodnimi 
viroidi (slika 5) in je tudi najmanjše območje – dolgo med 28 bp in 66 bp. Pri viroidih v 
skupini B1 (podskupina PSTVd; Symons, 1991) se kažejo določene podobnosti v zaporedju. 
Pri podskupini B1 se v zaporedju nahaja območje oligopurina in oligopirimidina, po navadi 
z vsaj tremi G:C bp. Pri CEVd viroidu (angl. citrus exocortis viroid) ima V območje tudi 
vlogo pri okuženju paradižnika (McInnes in Symons, 1991).  
 
Terminalno levo in terminalno desno območje (domena T) sta zanimivi zaradi možne vloge 
pri razmnoževanju viroidov in evolucijskega razvoja PSTVd skupine. Pri tej domeni je lahko 
prišlo do intermolekularne izmenjave RNA zaporedja med dvema ali večjim številom 
viroidov, ki so okužili isto rastlinsko celico, kar je lahko privedlo do himernega viroida. 
Primerjanje homolognih zaporedji T domene v podskupini PSTVd kaže zelo ohranjeno 
CCUC zaporedje (levo terminalno območje) in CCUUC zaporedje (desno terminalno 
območje) (McInnes in Symons, 1991). 
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2.5.1 Razmnoževanje viroidov 
 
Razmnoževanje viroidov iz družine Pospiviroidae poteka v treh korakih na način kotalečega 
se kroga (angl. rolling circle amplification). Prvi korak je sinteza daljših zaporedij z 
gostiteljskim encimom od DNA odvisne jedrne RNA-polimeraze II, ki prepiše matrice RNA, 
drugi korak je procesiranje na originalno dolžino, tretji korak pa je cirkulacija bodisi z 
encimom ligazo RNA bodisi avtokatalitično. 
 
Med replikacijo viroida se tvorijo oligomernae linearnae RNA s pozitivno polarnostjo (+), 
ki se cepijo na monomere in tvorijo krožno zaporedje. Oligomeri z negativno polarnostjo  
(-) so prisotni kot intermediati pri replikaciji. Krožne molekule (-), ki nosijo samostojne 
ribocimske strukture v RNA genomu, so bile najdene le pri nekaterih viroidih družine 
Avsunviroidae. Razmnoževanje poteka v jedru (Pospiviroidae) ali v kloroplastu 
(Avsunviroidae), kjer se razmnožujejo s pomočjo gostiteljeve DNA jederno odvisne RNA 
polimeraze II. oz. kloroplastne polimeraze RNA (Flores in sod., 2009). 
 
 
Slika 6: Shematski prikaz razmnoževanja viroidov družine Pospiviroidae in Avsunviroidae – rdeča barva 
ponazarja (+) verigo (smiselna), modra(-) verigo (protismiselna) (Flores in sod., 2009). 
Figure 6: A schematic illustration shows viroid reproduction of two families: Pospiviroidae and Avsunviroidae 
– red color represents (+) chain (sense), blue (-) chain (antisense) (Flores et al., 2009). 
 
2.5.2 Hmeljev latentni viroid (HLVd) 
 
Leta 1988 je Puchta skupaj s sodelavci (Puchta in sod., 1988) določil hmeljev latentni viroid 
(HLVd) v rastlini hmelja. Hmeljev latentni viroid je zelo pogost v hmeljnih nasadih tako v 
tujini kot tudi v Sloveniji. Dejansko je stopnja okuženosti gojenega hmelja z njim 100 %. 
Dolžina RNA molekule je 256 bp in je paličaste strukture (slika 7). Bolezenski znanki so 
morfološko skoraj neopazni, poročajo o manjši velikosti storžkov (Patzak in sod., 2001), 
biokemično pa so dokazali, da lahko zaradi okužbe pride do zmanjšanja vsebnosti grenčin v 
lupulinskih žlezah (Matoušek in sod., 2001; Barbara in sod., 1990). Ker je možnost prenosa 
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viroida med hmeljevimi rastlinami zelo velika, je HLVd viroid najbolj pogost viroid v 
hmeljskih nasadih. 
 
Slika 7: Prikaz paličaste strukture hmeljevega latentnega viroida (HLVd). 
Figure 7: Secondary structure of hop latent viroid (HLVd). 
 
2.5.3 Viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) 
 
Viroidno zaporedje je dolgo 302 bp (slika 8) in najpogosteje okužuje rodove Vitis, Citrus in 
Prunus (Kofalvi in sod., 1997), poleg teh treh rodov pa viroid HSVd najdemo tudi pri rodu 
Humulus. Bolezen, ki se na hmelju imenuje viroidna zakrnelost hmelja, so v 50-ih in 60-ih 
letih prejšnjega stoletja odkrili na Japonskem, od tam pa se je razširila tudi v druge dele 
sveta, med drugim je bila leta 2012 odkrita tudi v Sloveniji (Radišek in sod., 2012). 
Okuženost rastline zmanjša pridelek do 65 %, poleg tega je zmanjšana tudi vsebnost alfa in 
beta kislin v hmeljnih storžkih. Prvi simptomi okužbe se kažejo že v spomladanskem času, 
ko je zavrta rast, v poletnem času je rast prav tako omejena, posledično je onemogočeno 
vzpenjanje, kar se kaže kot zakrnelost rastline. Ker je razvoj stranskih poganjkov otežen, se 
storžki razvijejo na tistih redkih stranskih poganjkih, ki zrastejo. Simptomi so odvisni od 
same sorte hmelja, so pa bolezenski znaki močnejši pri aromatskih sortah (Eastwell in 
Ocamb, 2011; Sano, 2003). 
 
 
Slika 8: Prikaz paličaste strukture viroida (HSVd). 
Figure 8: Secondary structure of hop stunt viroid (HSVd). 
 
2.5.4 Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) 
 
Skupina, ki zajema citrus viroide vsebuje sedem podskupin viroidov – angl. citrus exocortis 
viroid (CEVd), angl. citrus bent leaf viroid (CBLVd), angl. citrus viroid III (CVd-III), citrus 
viroid IV (CVd-IV) (Vernière in sod., 2004),viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) (Ito in sod., 
2000) ter CDVd (angl. Citrus dwarfing viroid) in CVd-V (angl. citrus viroid V) (Serra in 
sod., 2009). 
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Gostiteljske rastline spadajo v rod Citrus, okužujejo pa tudi družino Cucurbitaceae (Duran-
Vila in sod., 1988). Na agrumih ne povzroča večje škode, razen pokanje lubja na trilistnem 
citronovcu (Poncirus trifoliata), od tu tudi ime viroida CBCVd. 
 
Viroidno zaporedje CBCVd je dolgo 284 bp (slika 9). Sprva se je viroid imenoval CVd-IV, 
vendar so ga kasneje preimenovali v CBCVd (Murcia in sod., 2008). Leta 2007 se je prvič 
pojavil tudi v Sloveniji na rastlini hmelja. Bolezen, ki jo povzroča na hmelju, se imenuje 
huda viroidna zakrnelost hmelja in povzroča zelo agresivna bolezenska znamenja na 
okuženih rastlinah. Okužba se je širila zelo hitro in do leta 2013 je bilo lahko obolele rastline 
najti v 13 hmeljnih nasadih. Več kot 20 ha nasadov je bilo uničenih (Jakše in sod., 2015). 
Viroid se širi z okuženim in ne kontroliranim rastlinskim materialom ter preko mehanizacije. 
Simptomi, ki se pojavijo, so zastajanje v rasti v začetku junija, oteženo vzpenjanje po opori 
(slika 10), majhni rumeni lahko tudi mehurjasti listi, majhni in lažji storžki z manjšim 
številom lupulinskih žlez, poleg tega pa bolezen napade tudi koreninski sistem, kjer se lahko 
razvije suha trohnoba, kar pa pripelje do popolnega odmrtja rastline (Radišek in sod., 2013). 
 
Pri določevanju povzročitelja bolezni klasične tehnike niso zaznale patogena, zato se je 
skupina odločila, da bo uporabila metodo nove generacije sekvenciranja, pri čemer je 
določila zaporedje celokupne RNA in malih RNA molekul pri okuženih in zdravih rastlinah. 
Zaporedja so bila nato de-novo združena in primerjana na referenčni genom, kar je pripeljalo 
do določitve CBCVd, do takrat še nepoznanega viroida na ozemlju Slovenije, ki smo ga 
poslovenili v viroid razpokanosti skorje agrumov (Jakše in sod., 2015). 
 
 
Slika 9: Prikaz paličaste strukture viroida razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) 












Slika 10: Rastline hmelja okužene s CBCVd. 
Figure 10: Hop plants infected with CBCVd. 
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2.5.5 Viroid grbavosti jabolk (AFCVd) 
 
V sredini 70. let prejšnjega stoletja so na Japonskem v dveh različnih prefekturah odkrili dve 
bolezni, ki povzročata motnje pri rasti plodov jablane sorte ‘Mutsu’ in ‘Nero 26’ 
(Koganezawa in Ito, 2003). Kasneje so ugotovili, da obe bolezni povzroča isti patogen - 
Viroid grbavosti jabolk (angl. angl. apple fruit crinkle viroid, AFCVd), katerega zaporedje 
je prikazano na sliki 11. Leta 1993 je izšel članek (Ito in sod., 1993), kjer so ugotovili pojav 
bolezni le pri rodu Malus (Koganezawa in Ito, 2003). Kasneje, leta 2004, je bila bolezen 
opažena in identificirana tudi pri hmelju. Simptomi so zelo podobni tistim, ki jih povzroča 
HSVd. Poleg tega je bilo opaziti prisotnost bolezni le na območjih, kjer se prepletata nasada 
jabolk in hmelja. V preteklosti naj bi prišlo do preskoka iz ene vrste na drugo (Sano in sod., 
2004). Trenutno je AFCVd v hmelju prisoten le na območju Japonske. 
 
Slika 11: Prikaz paličaste strukture viroida grbavosti jabolk (AFCVd). 
Figure 11: Secondary structure of apple fruit crinkle viroid (AFCVd). 
 
2.5.6 Mehanizem patogeneze pri viroidih 
 
Do sedaj so bili predlagani različni modeli in načini, prek katerih mehanizmov naj bi viroid 
povzročil patogenezo bolezen pri rastlini. Ker so raziskovalci hitro eksperimentalno 
ugotovili, da se viroidna RNA ne prepiše v protein (Davies in sod., 1974), ta ne more vplivati 
na imunski odziv rastline (Jones in Dangl, 2006), kot to lahko storijo bakterije, glive ali pa 
virusi s svojimi efektorskimi proteini. Zato so se raziskovalci obrnili na samo molekulo RNA 
viroida, saj je očitno ta molekula tista, ki vpliva na proces patogeneze razvoja bolezni 
gostiteljske rastline. Predlagana sta bila modela spremembe regulacije pri izražanju genov 
preko transkripcijskega (TGS, angl. transcriptional gene silencing) in post-transkripcijskega 
utišanja genov (PTGS, angl. post-transcriptional gene silencing), preučevali pa so tudi vplive 
viroida na signalno transdukcijo ali proteine vključene v obrambo (Flores in sod. 2016). 
 
Študije, ki so obravnavale odnos rastlina/viroid, so pokazale, da okužene rastlinske celice 
vsebujejo male RNA molekule, ki izvirajo iz viroidnega zaporedja in imajo značilnosti malih 
interferenčnih RNA molekul (siRNA, angl. small interfering RNA) (Hammann in Steger, 
2012). siRNA molekule so znane po tem, da imajo znaten vpliv na regulacijo ali na izražanje 
genov pri evkariontih (Baulcombe, 2005). Za obe družini viroidov, Pospiviroidae in 
Avsunviroidae, je bila potrjena prisotnost viroidnih malih RNA molekul v rastlinah (Itaya in 
sod., 2002, Papaefthimiou in sod., 2001). 
 
Nove generacije sekvenciranja (NGS) in de-novo (Wu in sod., 2012) sestavljanje viroidnih 
genomov HLVd in CBCVd so potrdili, da je vsebnost malih viroidnih RNA (vd-sRNA) zelo 
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velika v rastlinski celici hmelja, in da lahko na njihovi osnovi konstruiramo celoten genom 
viroida. S sekvenciranjem malih RNA je bil tako odkrit tudi CBCVd viroid pri hmelju (Jakše 
in sod., 2015). 
 
V zadnjih letih so opravili več študij interakcij utišanja RNA v rastlinskih sistemih okuženih 
z viroidi. V študiji, ki je bila narejena na vinski trti okuženi s HSVd in ‘viroidom rumene 
trsne pegavosti 1’ (angl. grapevine yellow speckle viroid 1 - GYSVd1), so analizirali vd-
sRNA s tehnologijo NGS. Pokazali so, da se v obeh primerih vd-sRNA tvorijo samo na 
določenih mestih (angl. hot-spots) viroidne RNA molekule tako na (+) ali (-) strani. So pa 
vd-sRNA dolžin 21, 22 ali 24 bp na teh mestih razporejene enako. Avtorji domnevajo, da 
imajo različni DICER-ju podobni encimi za tarče enake viroidne domene. Poleg tega so 
mnenja, da imajo vd-sRNA vpliv na gostiteljske encime, ki so vpleteni v poti metilacije in 
tako vplivajo na transkripcijsko utišanje genov (Navarro in sod., 2009). V nadaljnji študiji 
(Navarro in sod. 2012b) so se avtorji posvetili razjasnjevanju vprašanja, ali vd-sRNA, ki 
nastanejo preko gostiteljskega obrambnega mehanizma, delujejo preko utišanja RNA na 
celične mRNA, kar izzove simptome. Za to so si izbrali sev breskovega latentnega 
mozaičnega viroida (angl. peach latent mosaic viroid, PLMVd), ki se razmnožuje v 
kloroplastu in katerega simptom je albinizem. Dokazali so, da je za albino fenotip odgovorna 
12-14 bp specifična lasnična struktura, ki utiša protein toplotnega šoka 90 (angl. heat shock 
protein 90 – HSP90). Poleg tega so identificirali tudi ostale vd-sRNA, ki imajo tarče v genih 
breskve. 
 
Domnevajo, da lahko viroid vpliva na izražanje genov tudi preko direktnega utišanja genov 
(transkripcijsko utišanje genov) (Sänger in sod., 1996). Njihova raziskava je pokazala, da ko 
se razmnoževanje viroida prične v okuženi rastlini, specifična cDNA PSTVd po vstavitvi v 
genom Nicotiana tabacum SR1 takoj postane metilirana (Wassenegger in sod., 1994).  
 
Model PTGS viroidne patogeneze je predlagal Wang s sodelavci (2004), kjer intermediati 
viroidne dvovijačne molekule RNA (dsRNA) delujejo kot substrat za encime DICER (DCL). 
Tako proizvedena siRNA se lahko veže v RISC kompleks (od RNA induciran kompleks 
utišanja, angl. RNA-induced silencing complex). Verjetnost je, da ta nato vpliva na 
rastlinske mRNA molekule preko komplementarnega parjenja z vd-sRNA in tako povzroči 
utišanje genov. Spremenjeno transkripcijsko ravnotežje pa lahko nato pripelje do pojava 
simptomov. Raziskave, ki so bile narejene s pomočjo NGS, kažejo, da ima večina vd-sRNA 
v orientaciji (+) in (-) dolžine, ki odgovarjajo delovanju encimov DCL2, DCL3 in DCL4 
(21, 22 in 24 bp) (Jakše in sod., 2015, Navarro in sod., 2009). 
 
Novejši model je leta 2016 predlagal Flores s kolegi. Predlagal je, da lahko viroid deluje 
preko PTGS ali TGS oz. da je celotna molekula viroida vpletena v pojav simptomov. 
Shematski prikaz predlaganega modela je predstavljen v prilogi L. 
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2.6 RASTLINSKI HORMONI 
Rastlinski hormoni so organske molekule, ki jih najdemo v nizkih koncentracijah in so 
udeležene pri rasti in razvoju rastline – od embriogeneze do senescence. Nastajajo v 
določenih delih rastline in se kasneje transportirajo v druge dele, kjer pride do izražanja 
učinka (Vodnik, 2005). Mnogo nizko molekularnih spojin, ki ne služijo kot hranila, je bilo 
odkritih v zadnjih letih. Uvršamo jih med rastlinske hormone, med drugim so to abscizinska 
kislina (ABA), avksin, brasinolidi, citokinini, etilen (ET), giberelini, jasmonska kislina (JA) 
in salicilna kislina (SA) (Vodnik, 2005). Prvi odkrit hormon je bil avksin, kasneje je sledilo 
odkritje še drugih (Johri in Mitra, 2001).  
 
Ključni za rastlinsko obrambo pred patogeni so štirje že zgoraj omenjeni hormoni: SA, JA, 
ET in ABA. Virusne okužbe na rastlinah povzročijo hormonalne motnje, kar se kaže v 
hkratni indukciji več antagonističnih hormonov. Razmnoževanje virusov je običajno 
omejeno z aktivacijo siRNA ali/in SA signalno potjo. Drugi hormoni, npr. ABA, so bili do 
sedaj zapostavljeni. V zadnjem času se tudi to spreminja, saj je vedno večje število dokazov, 
da hormoni nadzorujejo komponente sistema malih RNA, ki pa regulirajo številne procese 
(vključno s siRNA in mikro RNA) na transkripcijski in post-transkripcijski ravni. Posledično 
dva antagonistična hormona, kot sta SA in ABA, nadzorujeta rastlinski odgovor na različnih 
nivojih (Alazem in Lin, 2015).  
 
Poznamo hormone s pozitivnim odgovorom na obrambo pred virusi, kot je SA, in take, ki 
imajo negativne, npr. ABA. Prepoznava viralnih efektorjev z R proteini (angl. resistance 
proteins) vzbudi obrambni odgovor, tako da sproži SA, siRNA, ROS (angl. reactive oxygen 
species), hipersensibilen odgovor (angl. hypersensitive response - HR) in proteine povezane 
s patogenezo (PR gene). To se kaže v spremembi velikosti in obliki kloroplastov, razgradnji 
jedra in programirani smrti celice (Baebler in sod., 2014). Ti odgovori rastline omejijo 
okužbo in sprožijo siRNA anitviralni mehanizem. SA sproži sistemsko pridobljeno 
odpornost (angl. systemic acquired resistance) in siRNA mehanizem na oddaljenih delih 
rastline (Loake in Grant, 2007; Vlot in sod., 2009). Za proteine, povezane s patogenezo (angl. 
pathogenesis related proteins –PR genes), je značilno, da so udeleženi pri obrambi pred 
različnimi patogeni, kot so bakterije, glive in virusi (van Loon in sod., 2006). 
 
Avksin deluje antagonistično na hormonalne poti SA, poleg tega pa hormon preko ARF 
(angl. Auxin response factors) faktorjev deluje pozitivno na razmnoževanje in premikanje 
določenih virusov, kot je npr. virus mozaika tobaka (angl. Tobacco mosaic virus - TMV) 
(Padmanabhan in sod., 2008). 
 
Etilen, prav tako kot avksin, deluje antagonistično na SA. Hormon je ključen pri pojavnosti 
simptomov pri okužbi s cvetačnim mozaičnim virusom (angl. Cauliflower mosaic virus - 
CaMV), kot tudi pri premikanju virusa po rastlini (Chen in sod., 2013). 
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Jasmonska kislina (JA) in abscizinska kislina (ABA) imata tako pozitiven kot tudi negativen 
učinek na obrambo pred virusi. JA naj bi pomagala pri zgodnjih okužbah, vendar, če jo 
dodamo pri že razviti okužbi, hormon zavre imunski odgovor rastline (Garcia-Marcos in 
sod., 2013; Pacheco in sod., 2012).  
 
ABA ima mnogo vlog pri obrambi rastline. Pozitiven učinek se kaže v tem, da omeji 
premikanje virusa med celicami, kot npr. pri virusu, ki povzroča tobakovo nekrozo (angl. 
Tobacco necrosis virus - TNV). Negativni učinek pa se kaže v tem, da je antagonist SA. 
Rezistenco na lokalnih okužbah znižuje tako, da omeji hipersensibilen odgovor in ROS. 
Omeji tudi SA, kar se kaže v oslabitvi siRNA sistema (Alazem in sod., 2014; Iriti in Faoro, 
2008; Whenham in sod., 1986). 
 
Citokini (CK) je skupina rastlinskih hormonov, ki so zadolženi za delitev celic, sodelujejo 
pri rasti, presnovi in rastlinski izgradnji (Mok in Mok, 2001) ter zavirajo staranje (Mothes 
in Engelbrecht, 1963). Poleg zgoraj naštetih nalog sodelujejo tudi pri odgovoru na stres 
(Hare in sod., 1997). Povišana koncentracije CK nakazuje na napad žuželke ali pa nekega 
drugega patogena, kar nakazuje na vlogo CK pri patogenzi (Giron in sod., 2013). 
 
2.7 DOLOČEVANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA 
Tehnika sekvenciranja DNA je postala nepogrešljiva metoda, ki se uporablja na področju 
biotehnologije, genetike, zdravstva, arheologije in mnogih drugih (França in sod., 2002). 
Sekvenciranje DNA je močno olajšalo delo na področju molekularnega kloniranja, 
žlahtnjenja in evolucijskih študij (Liu in sod., 2012). 
 
Prva metoda za sekvenciranje je bila Sangerjeva metoda, ki je temeljila na zaustavljanju 
izgradnje verige DNA z dideoksi nukleotidi. Tri desetletja kasneje so na tržišče prišle tudi 
t.i. nove tehnologije sekvenciranja naslednje generacije (angl. next generation sequencing - 
NGS) - Roche 454, Illumina/Solexa, Ion proton, Helicos in Ion nanopore. Pri NGS metodah 
pridobimo zelo velike količine informacij o nukleotidnih zaporedij, ki jih je potrebno 
ustrezno obdelati, in predstavljajo velik izziv v določevanju kakovosti zaporedij, 
združevanju in poravnavi le-teh. Možnosti, ki jih omogočajo NGS so: sekvenciranje 
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2.7.1 Določevanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju  
 
Leta 1977 je Frederick Sanger razvil prvo metodo za določevanje nukleotidnega zaporedja 
s pomočjo dideoksi terminatorjev (angl. chain termination method). Nukleinsko kislino se 
razreže na krajše fragmente, ki se jih nato ligira v plazmid. Plazmid s pomočjo toplotnega 
šoka ali električnega sunka (elektroporacija) preide v bakterijsko celico Escherichia coli. 
Namnožen plazmid se uporabi v in-vitro verižni reakciji pomnoževanja z enim začetnim 
oligonukleotidom, ki se naključno zaustavi, ko se vključi fluorescentno označen dideoksi 
nukleotid oz. terminator. Mešanico različno dolgih fragmentov, označenih z ustreznim 
fluoroforom, se loči na kapilarni elektroforezi, kjer se tudi določi nukleotidno zaporedje 
(Berlec in Štrukelj, 2010). Zaradi svoje učinkovitosti in možnosti avtomatizacije se je 
metoda uveljavila kot ‘prva generacija’ sekvenciranja (Liu in sod., 2012) in je še danes zlati 
standard določevanja nukleotidnih zaporedij. 
 
2.7.2 Naslednja generacija določevanja nukleotidnega zaporedja 
 
V zasnovi sta si tehnologiji sekvenciranje po Sangerju in NGS zelo podobni. Prvi korak je 
priprava knjižnice DNA, ki se pripravi z naključno fragmentacijo DNA in ligacijo adapterjev 
DNA na konce fragmentov. Sledi namnožitev posameznih fragmentov DNA in priprava 
klonov, ki so prostorsko ločeni med seboj. Proces določevanja zaporedja nukleotidov je 
kontinuiran proces. Pri tem koraku pride do encimsko kataliziranega vključevanja 
fluorescentno označenih nukleotidov pri večini tehnologij, medtem ko Ion Torrent 
tehnologija uporablja neoznačene nukleotide. Encim, ki se uporablja, je lahko iz skupine 
ligaz ali polimeraz (Berlec in Štrukelj, 2010).  
 
Podatke dobimo z zajemanjem slike celotne mreže v vsakem koraku in ob uporabi ustreznih 
pogojev, oz. pri tehnologiji Ion Torrent merimo spremembe pH vrednosti. S pomočjo 
dobljenih odčitkov nukletidnega zaporedja lahko le-te z uporabo zmogljive strojne in 
programske opreme sestavimo v neprekinjeno zaporedje (soseske ali kontige, angl. contigs). 
Večkratna pokritost zaporedij je v veliko pomoč pri sestavljanju končnega zaporedja (Berlec 
in Štrukelj, 2010). 
 
2.7.2.1 Sekvenciranje s sintezo - tehnologija Illumina 
 
Prvi koraki k platformi Solexa/Illumina so bili narejeni s strani Turcatti in sodelavcev ter 
združitvijo štirih podjetji; Solexa (Essex, VB), Lynx Therapeutics (Hayward, CA, ZDA), 
Manteia Predictive Medicine (Coinsins, Švica) in Illumina (Shendure in Ji, 2008; Turcatti in 
sod., 2008). Metodološko je metoda zelo podobna Sangerjevi, vendar vključuje uporabo 
kemično modificiranih nukleotidov (dNTP) kot terminatorjev, ki onemogočajo nadaljnjo 
polimerizacijo. To pomeni, da se lahko v novo nastalo verigo doda le posamezni nukleotid. 
Terminator vsebuje fluorescentno nalepko, ki jo kamera CCD zazna, nadaljnji kemični 
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postopek pa ga nato spremeni v nukleotid, ki lahko v naslednjem koraku veže naslednji 
terminator. 
 
Prvi korak pri sekvenciranju s tehnologijo Illumina je priprava knjižnice DNA – naključni 
razrez verige DNA, poravnava štrlečih koncev in prilepljanje adapterjev na posamezni 
fragment. Sledi pomnoževanje knjižnice DNA. Adapterji na fragmentu DNA omogočajo 
vezavo na pretočno celico. Nato sledijo PCR na nosilcu preko mostu (angl. bridge 
amplification), čiščenje produktov ter priprava za sekvenciranje. Naslednji korak je 
sekvenciranje s sintezo na pretočni celici. Vsak od štirih nukleotidov ima svojo fluorescentno 
nalepko in ko se ustrezen nukleotid veže, ga svetlobni detektor (kamera CCD) prepozna 
(Režen, 2014). V naslednjem koraku se kemična modifikacija odstrani in nukleotid lahko 
veže naslednji terminator. 
 
2.8 RNA-Seq SEKVENCIRANJE TRANSKRIPTOMA 
Transkriptom je celoten nabor transkriptov v celici v določeni časovni točki. Razumevanje 
transkriptoma je bistvenega pomena za razumevanje funkcionalnih elementov genoma. 
Ključni cilji transkriptomike so zbiranje transkriptov, kot so mRNA, nekodirajoče RNA 
(angl. non-coding RNA), študije post-transkripcijskih modifikacij in druge (Wang in sod., 
2009). 
 
Številne tehnologije so bile predstavljene za določevanje in kvantificiranje transkriptoma, 
med drugim hibridizacija in določevanje zaporedij. Pri določevanju zaporedij s Sangerjevim 
sekvenciranjem ali EST metodologijo (angl. expressed sequence tags) so bile uporabljene 
knjižnice cDNA, vendar je bila težava v dokaj slabem izkoristku, ceni in nezmožnosti 
kvantifikacije (Wang in sod., 2009). 
 
RNA-Seq je metoda, ki temelji na NGS postopkih ter tako omogoča kartiranje odčitkov 
(angl. mapping). Metoda je bila preizkušena tako na modelnih organizmih Saccharomyces 
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, miših in človeških celicah 
(Wang in sod., 2009) kot tudi na nemodelnih rastlinah, kot so korenje (Xu in sod., 2014), 
solata (De Cremer in sod., 2013) in jablana (Kamber in sod., 2016). 
 
RNA-Seq uporablja tehnologijo globokega sekvenciranja (NGS). V grobem metoda deluje 
tako, da skupek vseh molekul RNA prepišemo v knjižnico cDNA fragmentov, pri čemer ima 
vsak fragment na eni ali obeh straneh prilepljen adapter. Vsaka molekula z ali brez 
amplifikacije je sekvencirana s pomočjo NGS tehnologije, pri čemer dobimo kratka 
zaporedja iz ene (angl. singl-end sequencing) ali pa iz obeh strani (angl. pair-end 
sequencing). Dolžina branj je med 30 in 400 bp, odvisno od metode sekvenciranja. RNA-
Seq deluje z NGS tehnologijami - Illumina, SOLiD, 454, Ion Proton. Dobljeno zaporedje 
odčitkov se nato poravna z referenčnim genomom ali transkriptomom (Wang in sod., 2009). 
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Lahko pa se RNA-Seq odčitki tudi de-novo sestavijo, v tem primeru dobimo transkriptom 
našega organizma. Postopek se pogosto uporablja pri rastlinah, npr. pri oljki (Rešetič in sod., 
2013), grahu (Alves-Carvalho in sod., 2015) in jablani (Daccord in sod., 2017). 
 
Določevanje zaporedij malih RNA se je prvenstveno izkazalo v študijah določevanja 
rastlinskih patogenov, saj lahko z njimi sestavimo celotne virusne ali viroidne genome. Tako 
so npr. odkrili nov gemini virus pri citrusu (Loconsole in sod., 2012), kompleks virusov pri 
sladkemu krompirju (Kreuze in sod., 2009) in potrdili nove viruse pri vinski trti (Zhang in 
sod., 2011; Giampetruzzi in sod., 2011). 
 
2.9 OBDELAVA PODATKOV 
2.9.1 Sestava nukleotidnih zaporedij 
 
Nove tehnologije sekvenciranja (NGS) so zelo pocenile in olajšale določevanje 
nukleotidnega zaporedja nemodelnih organizmov. Prva sekvenciranja so bila opravljena z 
metodo po Sangerju, vendar je bila cena astronomska. Šele kasneje, ko se je metoda 
avtomatizirala in nekoliko pocenila, so lahko določili prvo človeško zaporedje (Delseny, 
2010). 
 
Dobljena zaporedja pri katerikoli tehniki NGS so po navadi krajša od zaporedij pri 
Sangerjevi tehnologiji, kjer dosegamo dolžine branja do 1000 bp. Pri prvi napravi NGS so 
bili odčitki dolgi med 500 in 1000 bazami, kar so dosegli pri danes ne več podprti tehnologiji 
Roche 454. Pri tehnologiji Illumina je standard 100 bp, čeprav v zadnjem času dosegajo tudi 
daljše odčitke do 300 bp. Krajši kot je odčitek, manj informacije nosi in težje je sestaviti 
kratka zaporedja v dolge soseske. Krajši odčitki zato potrebujejo večjo pokritost in globino 
sekvenciranja, kar pa vodi v povečano kompleksnost in potrebo po povečani računalniški 
moči (Miller in sod., 2010). Vendar je potrebno vedeti, da tudi večja pokritost ne vodi vedno 
do uspešnega sestavljanja. 
 
Programi, ki so na trgu, so prilagojeni različnim platformam in imajo izboljšane algoritme 
za učinkovitejšo obdelavo dobljenih podatkov. Pri sekvenciranju se pojavljajo predvsem trije 
tipi napak: sistemske napake, napake pokritosti in napake, ki so odvisne od uporabljene 
platforme, genoma ter variabilnosti dela. Nekatere napake se pojavijo že pri predhodni PCR 
reakciji in pripravi knjižnice. Napake zamenjave nukleotidov so pogostejše pri Illumina 
platformi kot pri drugih zgoraj omenjenih (Yang in sod., 2012). 
 
Združevanje zaporedij ima hierarhično oblikovano podatkovno strukturo, iz katerih 
pridobimo informacije, ki jih nosijo nukleotidna zaporedja. Pri združevanju posameznih 
zaporedij dobimo soseske, več pravilno orientiranih sosesk z vrzelmi (angl. gap) pa tvori 
supersoseske (angl. supercotnig) oz. ogrodje zaporedja (angl. scaffold), združenega na 
osnovi medsebojnega odnosa, ki ga ugotovimo s podatki zaporedij obojesmernega 
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sekvenciranja (angl. paired end). Soseske nastanejo tako, da se najbolj podobna zaporedja 
poravnajo in tvorijo zaporedja soglasja (angl. consensus). V nadaljnjih krogih se preostala 
zaporedja spet poravnajo glede na podobnost, kar ustvari vedno nova zaporedja soglasja. 
Postopek traja dokler niso vključena vsa zaporedja. Vrstni red, usmeritev sosesk in vrzeli pa 
skupaj določajo supersoseske (Miller in sod., 2010; Rešetič, 2013). 
 
Podatkovni format FASTA je najbolj uporaben format za sestavljena zaporedja. V tem 
formatu se zaporedje sosesk upodablja v obliki znakov A, C, G, T, poleg tega pa se uporablja 
tudi druge znake, ki imajo določen pomen. Na primer črka ‘N’ predstavlja vrzel med 
soseskami oz. neznanimi nukleotidi (Miller in sod., 2010; Rešetič, 2013). 
 
Učinkovitost programov za združevanje nukleotidnih zaporedij je pogojena z velikostjo in 
točnostjo sestave sosesk in supersosesk. Statistični podatki, ki jih pridobimo pri združevanju, 
so po navadi maksimalna, minimalna, povprečna in skupna dolžina sosesk, ter vrednost N50. 
Slednja vrednost je merilo kvalitete združevanja zaporedij in predstavlja najkrajšo dolžino 
kontiga pri 50 % dolžine genoma (sestavljenih zaporedij). Prisotnost predhodno dostopnega 
referenčnega zaporedja lahko olajša ugotavljanja uspešnosti združevanja našega zaporedja 
(Miller, 2010; Rešetič, 2013). 
 
2.9.2 Možnosti za združevanje zaporedja 
 
Miller in sod. (2010) so razdelili NGS programe za združevanje zaporedij (angl. assembler) 
v tri skupine, ki temeljijo na implementiranih algoritmih združevanja (t.i. graf metode). V 
prvo skupino so uvrstili programe, ki temeljijo na metodi prekrivanja/urejevanja/soglasja 
(angl. overlap/layout/consensus), v nadaljevanju metoda OLC, v drugo programe, ki 
temeljijo na ‘de Bruijn Graph’ (DBG) metodi in v tretjo skupino programov, ki lahko 
uporabljajo oz. združujejo algoritme OLC ali DBG. 
 
De Bruijnova metoda se uporablja pri programih, ki so nastali skupaj z novimi tehnologijami 
sekvenciranja, kot sta Solexa oz. Illumina in SOLiD, kateri imajo velike količine krajših 
odčitkov. Zaradi vse večjega števila zaporedij večina programov za združevanje uporablja 
de Bruijnov algoritem. Deluje tako, da razbije kratka zaporedja na še krajše, tako imenovane 
k-mere, pri čemer k označuje število baz v temu zaporedju (Compeau in sod., 2011). 
Posamezen odčitek spodbudi nastanek nove povezave v grafikonu, tisti odčitki s popolnim 
prekrivanjem pa povzročijo nastanek skupne povezave. Pozitivna lastnost tega postopka je, 
da se popolna prekrivanja odkrijejo brez računanja parnih poravnav med odčitki, slaba stran 
pa je, da hitreje prihaja do napak pri grafikonih k-mer pri sekvenciranju. Poleg tega lahko 
ponovitve, katere inducirajo cikle v grafu, povzročijo več možnih načinov njegove 
rekonstrukcije (Pevzner in sod., 2001; Jelen, 2017).  
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2.10 MALE RNA MOLEKULE 
Male RNA so 21 do 24 bp dolge molekule, med katere uvrščamo male interferenčne RNA 
(siRNA) (Elbashir in sod., 2001) in mikro RNA (miRNA) (Lee in Ambros, 2001; Lau in 
sod., 2001). Delujejo preko transkripcijskega in post-transkripcijskega utišanja genov, tako 
da vplivajo na transkripcijo, stabilnost ali translacijo mRNA. So lahko endogenega ali 
eksogenega izvora. Prve se imenujejo mikro RNA (miRNA) in sodelujejo pri regulaciji 
endogenih genov, pogosto takih, ki sodelujejo pri razvojnih ciklih rastlin in živali 
(Carrington in Ambros, 2003; Bartel in Bartel, 2003). Druge pa so male interferenčne RNA 
(siRNA), ki jih pogosto povezujemo z utišanji, povezanimi s transgeni, mikroiniciranjem 
RNA, virusi in transpozoni. Pogosto jih zato obravnavamo kot intermediate obrambnih poti 
proti tujim ali nezaželenim nukleinskim kislinam (Finnegan in Matzke, 2003; Parisi in sod., 
2010). Slednje so lahko tudi endogenega izvora, t.i. endo-siRNA, ki imajo velik vpliv na 
izražanje genov. Izhajajo iz dvovijačnih lastnih prepisov, ki so razrezani z encimom DICER 
in povezani s proteini Argonauti (AGO) (Piatek in Werner, 2014). 
 
Virus ali viroid pri vstopu v celico začne proizvajati dvoverižno RNA, ali pa ima RNA 
značilne sekundarne dvovijačne strukture, tudi z lasnično zanko, zaradi česar se sproži 
proces RNA interference (RNAi). Encim DICER razcepi dvoverižno RNA na več molekul 
siRNA dolžin 21-24 bp. To smo tudi potrdili s sekvenciranjem malih RNA iz hmelja, ki je 
okužen z viroidom (Jakše in sod., 2015), pa tudi pri drugih primerih viroidov (Navarro in 
sod., 2009). V drugem koraku se nastala siRNA verjetno veže na ribonukleazni kompleks 
RISC (angl. RNA-induced silencing complex), pri tem se RISC aktivira in loči dvoverižno 
RNA na enoverižno (ssRNA) (Navarro in sod., 2009). To so pri viroidu PSTVd potrdili 
Minoia s sodelavci (2014), saj so potrdili vezavo vd-sRNA v AGO. siRNA se lahko potem 
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2.11 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU 
Predhodnik verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR) je bila verižna reakcija s 
polimerazo oz. PCR, ki jo je razvil Kary Mullis (Valasek in Repa, 2005). Pri verižni reakciji 
s polimerazo potrebujemo začetne oligonukleotide, ki se vežejo na eno od verig dvojne 
vijačnice (dsDNA). Vezani začetni oligonukleotidi delujejo kot substrat za encim 
polimerazo, ki omogoča sintezo DNA. Hitrost sintetiziranja DNA je približno 1000 baz na 
sekundo. Največkrat se uporablja polimeraza izolirana iz termofilne bakterije Thermus 
aquaticus, ki se imenuje Taq polimeraza. Izgradnja novo nastale verige poteka s pomočjo 
nukleotidov prisotnih v reakciji (Mackay in sod., 2002). 
 
Odkar je bila metoda prvič predstavljena v letu 1999, se njena uporaba pri določevanju 
rastlinskih patogenov ali pri študijah izražanja genov le povečuje (Gachon in sod., 2004). 
Metoda detekcije je veliko hitrejša, kot sta klasično opazovanje obolelih rastlin in štetje 
bakterijskih kolonij (Lumpert, 2010). Prednost tehnike je v tem, da lahko določimo patogena 
iz celokupne RNA ali DNA, torej ni potrebno izolirati povzročitelja bolezni v čisti kulturi 
(Andersen in sod., 2006). 
 
2.11.1 Princip delovanja 
 
Metoda PCR je sestavljena iz treh glavnih korakov, ki se večkrat zapovrstjo ponovijo. 
Navadno ima PCR okoli 25-35 ciklov. Prvi korak je denaturacija pri temperaturi nad 90 °C. 
Nato sledi drugi korak, ki je prileganje začetnih oligonukleotidov (angl. primers) pri 
temperaturi med 50 °C in 65 °C. Tretji in zadnji korak pa je sinteza novo nastale verige, 
navadno pri 72 °C. Hitrost sinteze nove verige je 1000 bp na sekundo (BioLabs, 2017). 
 
Poleg temperature omogoča naprava PCR tudi spreminjanje števila ciklov ter čas trajanja 
posameznega procesa. Pri vsakem ciklu naj bi se število produkta podvojilo, vendar se z 
večjim številom ciklov začnejo porabljati reagenti in reakcija doseže plato. Zaradi tega 
merimo produkt v eksponentni fazi. Kvantifikacijo qPCR omogoča, ker so meritve produkta 
sorazmerne količini začetne DNA. Pomnoženo DNA merimo s pomočjo fluorescence 
(Valasek in Repa, 2005). 
 
Za razliko od klasičnega PCR-ja je qPCR nadgradnja le-tega. Ideja metode je povsem enaka 
PCR metodi, razlikuje se le pri zaznavanju nastalih produktov. Če se pri klasičnem PCR 
uporablja agarozna elektroforeza oz. kapilarna elektroforeza za detekcijo končnih 
produktov, se pri qPCR uporablja fluorescenca za zaznavanje nastalih produktov v vsakem 
ciklu pomnoževanja. Rezultate lahko spremljamo med samim potekom poskusa, kar pri 
klasičnem PCR ne moremo (Arya in sod., 2005; Mackay in sod., 2002). Prednosti qPCR 
metode so v natančnosti, hitrosti, višji občutljivosti in manjši možnosti kontaminacije 
(Mullis, 1990). Vendar pa ima metoda tudi pomanjkljivosti, kot so nekompatibilnost 
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določenih platform s proizvajalci fluorescentnih kemikalij, cena kemikalij in cena same 




















Slika 12: Slika pomnoževanja pri PCR v realnem času (povzeto po ThermoScientific, 2016). 
Figure 12: Figure shows amplification in real-time PCR (ThermoScientific, 2016). 
 
Pri PCR v realnem času se najbolj pogosto uporabljata dve fluorescentni kemiji. Prva kemija 
temelji na fluorescentnem barvilu SYBR Green, druga pa na fluorescentni sondi TaqMan. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORČENJE RASTLINSKEGA MATERIALA 
3.1.1 Vzorčenje tkiv hmelja za sestavo transkriptoma 
 
Vzorce za sestavo transkriptoma smo nabirali v nasadu pri kraju Roje v bližini Žalca. Lastnik 
nasada je Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). Pred vzorčenjem smo 
uporabili razkužilo ‘virocid’, s katerim smo si razkužili rokavice in škornje ter tako preprečili 
prenos morebitnih bolezni z ene rastline na drugo. Nabiranje različnih tkiv sorte ‘Celeia’ – 
korenin, poganjkov, listov, cvetov in storžkov – je v tedenskih intervalih potekalo od konca 
aprila do konca avgusta v sezoni 2012. Tkiva smo takoj shranili na suhem ledu in jih kasneje 
shranili v zamrzovalni skrinji na -80 °C do izolacije RNA. 
 
3.1.2 Vzorčenje hmelja za RT-qPCR eksperiment 
 
V treh časovnih obdobjih (10.7.2013, 17.7.2013 in 26.8.2013) smo vzorčili tri različna tkiva: 
liste, cvetove in storžke. Vzorčenje okuženih rastlin (HLVd in CBCVd+HLVd) je potekalo 
v Šempetru v Savinjski dolini, vzorce neokuženih - brezviroidnih rastlin (BVV) pa smo 
nabirali v nasadu Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije v Žalcu. Nabrane vzorce 
smo takoj shranili na suhem ledu ter jih kasneje spravili v zamrzovalni skrinji na -80 °C. 
Vzorce smo razdelili v tri skupine. V prvo skupino so spadale brezviroidne rastline (BVV 
rastline), v drugo rastline, ki so bile okužene s CBCVd in HLVd, in v tretjo rastline okužene 
s HLVd. Od vsake skupine smo nabrali najmanj pet rastlin, ki so predstavljale biološke 
ponovitve v eksperimentu. 
 
3.2 IZOLACIJA CELOKUPNIH NUKLEINSKIH KISLIN ZA PREVERJANJE 
PRISOTNOSTI VIROIDOV V RASTLINI 
Izolacija celokupnih nukleinskih kislin je potekala po metodi CTAB Kump in sod. (1992). 
Izolacijo celokupnih nukleinskih kislin brez koraka tretiranja z RNAzo smo uporabili zato, 
ker omogoča določiti prisotnost viroida in je cenejša kot izolacija RNA. Postopek je bil 
naslednji: 
 
1. Nabrani rastlinski material (~100 mg) smo zmleli v terilnici, v katero smo nato dodali 
1 mL ekstrakcijske raztopine CTAB-[1M Tris-HCl, 0,5M EDTA, 5M NaCl, dH2O]. 
Zmlet rastlinski material in raztopino smo nato dobro premešali kar v terilnici. 
2. Suspenzijo smo prelili v 1,5 mL mikrocentrifugirke in jo nato za 90 minut dali v 
vodno kopel, segreto na 68 °C. Občasno smo mikrocentrifugirke premešali. 
3. Po 90 minutah smo v suspenzijo dodali še 0,7 mL mešanice  
kloroforma in izoamilalkohola (razmerje 24:1) in močno premešali. Sledilo je deset 
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minutno centrifugiranje (10.000 obratov/min) pri 4 °C (Eppendorf centrifuga model 
5804R). 
4. Vodno fazo smo nato previdno prenesli v novo 1,5 mL mikrocentrifugirko, v katero 
smo odpipetirali 70 µl 3M natrijevega acetata (pH 5.2) in 0,7 mL ledeno hladnega  
2-propanola (izopropanol). 
5. Vzorce smo dobro premešali in postavili v zamrzovalnik za najmanj 30 minut  
(-20 °C). 
6. Sledilo je desetminutno centrifugiranje na 10.000 obratih/min pri 4 °C. Tako smo na 
dnu mikrocentrifugirke dobili pelet.  
7. DNA smo dodali 0,5 mL 70 % etanola, s čimer smo odstranili soli iz vzorca. Vzorce 
smo ponovno centrifugirali pri enaki hitrosti, času in temperaturi kot pri točki 6. 
8. Po centrifugiranju smo odstranili ves etanol in pelet DNA posušili na sobni 
temperaturi. 
 
Po sušenju smo v vsako mikrocentrifugirko odpipetirali 60 µl pufra TE [10 mM Tris-HCl, 1 
mM EDTA, dH2O] in čez noč shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. V tem času se je 
DNA raztopila, vzorce pa smo do uporabe shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.3 IZOLACIJA RNA 
Za izolacijo RNA smo uporabili Spectrum Total Plant RNA Extraction Kit proizvajalca 
Sigma Aldrich (ZDA).  
 
Sledili smo protokolu izolacije A po priporočilih proizvajalca. Postopek izolacije je bil 
naslednji: 
 
1. Pred samo izolacijo smo vzorce iz -80 °C prenesli v izolacijsko posodo (stiropor), v 
katero so predhodno nalili tekoči dušik. S tem smo dosegli, da so bili vzorci ves čas 
na primerno nizki temperaturi. 
2. Vzorce (~100 mg) smo nato s pomočjo tekočega dušika strli v terilnici in takoj, ko je 
dušik izhlapel, v terilnico dodali raztopino za lizo (angl. lysis solution), v katero smo 
pred uporabo dolili še 2-merkaptoetanol (2-ME). Na 1 mL raztopine za lizo smo 
dodali 10 μl 2-ME in raztopino močno premešali. 
3. Raztopino smo skupaj z vzorcem prelili v 2-ml mikrocentrifugirko in jo nato pet 
minut inkubirali v toplotni kopeli pri 56 °C. Sledilo je triminutno centrifugiranje pri 
najvišji hitrosti namizne centrifuge (Eppendorf centrifuga model 5804R), da so se 
celični ostanki usedli na dno mikrocentrifugirke. 
4. Supernatant smo nato odpipetirali na kolone za filtracijo (angl. filtration column), ki 
smo jih vstavili v nove 2-ml zbirne tubice (angl. collection tube). Med pipetiranjem 
je bilo potrebno paziti, da nismo v kolono prenesli tudi ostankov celične usedline. 
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5. Kolone za filtracijo smo zaprte centrifugirali pet minut pri najvišji hitrost, tako smo 
odstranili še morebitne preostale celične ostanke. Lizat, ki je šel preko kolon, smo 
shranili v zbirnih tubicah. 
6. Po centrifugiranju smo posameznemu zbranemu vzorcu dodali 500 μl raztopine za 
vezavo (angl. binding solution) in celotno raztopino takoj premešali s pipeto. 
7. Kolone za vezavo RNA (angl. binding columns) smo vstavili v 2-mL tubice in na 
posamezno kolono nato nanesli 700 μl vzorca ter ga eno minuto centrifugirali pri 
najvišji hitrosti. Tako smo dosegli, da se je RNA vezala na silicijevo membrano. 
Tekočino, ki je prišla čez kolone v zbirne tubice, smo odlili, ter postopek ponovili s 
preostankom vzorca. 
8. 500 μl raztopine za izpiranje 1 (angl. wash solution 1) smo dodali na kolone in jih 
ponovno centrifugirali pri najvišji hitrosti. Tekočino, ki je prišla skozi kolone, smo 
odstranili, kolone pa ponovno vrnili v zbirne tubice. 
9. Pred naslednjim spiranjem kolone smo v raztopino za spiranje 2 (angl. wash solution 
2) dodali 100 % etanol po navodilih za uporabo kita. Na posamezno kolono smo nato 
nanesli 500 μl raztopine za spiranje 2 in jih ponovno centrifugirali pri najvišji hitrosti. 
Tekočino, ki se je nabrala na dnu mikrocentrifugirke, smo odlili in še enkrat ponovili 
korak 9. 
10. Tekočino, ki se je ponovno nabrala na dnu mikrocentrifugirke, smo ponovno 
odstranili in kolone ponovno centrifugirali eno minuto, da smo jih popolnoma osušili. 
11. Nato smo osušene kolone prenesli v nove, čiste 1,5-mL tubice. Na sredino kolone 
smo odpipetirali 50 μl elucijske raztopine (angl. elution solution) in počakali eno 
minuto. Sledilo je enominutno centrifugiranje pri najvišji hitrosti, da se je RNA 
izprala iz membrane in prešla skozi kolono v zbirno tubico. 
12. Očiščeno RNA smo pri -80 °C shranili do kvantifikacije, analize kvalitete in 
nadaljnje uporabe. 
 
3.4 DOLOČANJE KONCENTRACIJE IN KVALITETE IZOLIRANE RNA 
3.4.1 Spektrofotometrija 
 
Koncentracijo in kvaliteto RNA smo preverili s pomočjo naprave oz. spektrofotometra Nano 
Drop Vue (GE Healthcare, Švedska), ki lahko meri vzorce mikroliterskih količin.  
 
Postopek merjenja smo izvedli po naslednjem protokolu. V meniju naprave smo izbrali 
opcijo ‘Life science’, odpre se nam novi meni, v katerem smo izbrali merjenje RNA. 
Uporabili smo privzete parametre naprave. Merjenje vzorca poteka na posebni ploščici. 
Napravo smo umerili s slepim vzorcem. Kot slepi vzorec smo uporabili 2 µl elucijske 
raztopine kita za izolacijo RNA (poglavje 3.3), v kateri smo tudi raztopili RNA. Z 
laboratorijskim papirnatim robčkom smo obrisali ploščico in nanesli 2 µl vzorca. Naprava 
poda parametre meritve, ki smo jih zabeležili (koncentracijo, vrednosti A260, A280 in A320 
ter razmerje A260/A280). 
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3.4.2 Analiza vzorcev RNA z napravo Bioanalyzer 2100 
 
Naprava Bioanalyzer 2100 omogoča natančne meritve parametrov bioloških vzorcev, med 
drugim tudi koncentracijo RNA in njeno kvaliteto. Slednji parameter temelji na vrednosti 
RIN (RNA integrity number), ki ga naprava izračuna glede na količino 25S in 18S RNA. Na 
napravi smo analizirali RNA vzorce namenjene NGS sekvenciranju. 
 
Postopek analize je bil naslednji (povzeto po priročniku Agilent, RNA 6000 nano Kit, 2017): 
1. Priprava RNA označevalca velikosti (angl. ladder), 
- Centrifugirali smo vialo z označevalcem in celotno vsebino 
prenesli v čisto (angl. RNAze free) vialo. 
- Označevalec velikosti smo segreli na 70 °C za dve minuti in ga 
nato takoj dali na led. 
- Dodali smo 90 µL čiste (angl. RNAze free) vode, premešali in 
nato naredili alikvote v 0,5 mL vialah, ki smo jih shranili na  
-80 °C. 
- Alikvote smo pred uporabo odtajali na ledu. 
2. Gel smo pripravili po naslednjem postopku: 
- Odpipetirali smo 550 µL RNA gel matriksa (RNA gel matrix-a) 
v tubico. 
- Sledilo je centrifugiranje pri 1500 g in sobni temperaturi za 10 
minut. 
- Naredili smo alikvote po 65 µL v 0,5mL tubicah. 
3. Priprava ‘gel-barvila’ (angl. gel-dye) miksa: 
- Pustili smo koncentrirano RNA barvilo na sobni temperaturi 30 
minut, nato je sledilo 10 sekundno centrifugiranje. 
- V tubico, kjer smo v točki 2. pripravili 65 µL gela, smo dodali 1 
µL barvila. 
- Sledilo je vorteksiranje in 10 minutno centrifugiranje na 13000 
g pri sobni temperaturi. 
- Gel je bilo po navodilih proizvajalca potrebno uporabiti v 24 
urah. 
4. Nalaganje mešanice barvila in gela na čip: 
- Čip smo naložili na priloženo stojalo. 
- Odpipetirali smo 9 µL mešanice gel-barvilo na prostor označen 
z G (slika 13). 
- Bat injekcijske brizgalke smo nastavili na točno 1 mL. 
- Bat smo pritisnili tako močno, da se je le ta zaklenil. 
- Počakali smo 30 sekund in bat sprostili. 
- Nato smo počakali še 5 sekund in bat sprostili točno na oznako 1 
mL in ga nato odstranili. 
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- V čip smo odpipetirali po 9 µL mešanice gel-barvilo v prostor 
označen z G1 (slika 13). 
5. Nalaganje RNA 6000 nano označevalca velikosti: 
- Odpipetirali smo 5 µL RNA 6000 nano označevalca velikosti v 
luknjice, označene s simbolom # in od A do L (slika 13). 
6. Priprava vzorcev in lestvice: 
- Naše vzorce RNA smo denaturirali 2 minuti na 72 °C, alikvote 
iz točke 1. pa smo otajali na ledu. 
- Odpipetirali smo RNA označevalec velikosti v luknjico 
označeno s simbolom # (slika 13). 
- Naše vzorce smo po 1 µL odpipetirali v luknjice, kjer so oznake 
od A do L. 
- 60 sekund smo na 2000 obr/min vorteksirali čip in ga nato dali v 
Agilent 2100 Bioanalyzer na analizo. 
 
A E I G1 
B F J G1 
C G K G 
D H L # 
Slika 13: Shematski prikaz čipa in njegovih luknjic z oznakami. 
Figure 13: Schematic diagram of the chip and its wells and labels. 
 
7. Računalniška priprava čipa: 
- Ko smo dali čip v napravo in jo previdno zaprli, se je na zaslonu 
pokazala zelena barva čipa. 
- Izbrali smo željen postopek (izbiramo lahko med dsDNA, RNA, 
proteini itd.). 
- Izbrali smo želeno lokacijo shranjevanja podatkov in pritisnili 
tipko ‘start’. 
8. Po koncu dela je bilo potrebno napravo očistiti po naslednjem postopku: 
- Počasi smo odpipetirali 350 µL vode (RNAze free) v katerokoli 
luknjico na ‘čistilec elektrode’ (angl. electrode cleaner). 
- Odprli smo pokrov, v njega dali ‘čistilec elektrode’ in zaprli 
pokrov za 10 sekund. 
- Nato smo zopet odprli pokrov, odstranili ‘čistilec elektrode’ in 
počakali nadaljnjih 10 sekund. 
- Pokrov smo zaprli in ugasnili napravo. 
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3.4.3 Formaldehidna gelska elektroforeza 
 
Kvaliteto RNA smo določili tudi s pomočjo formaldehidne elektroforeze. Za elektroforezo 
smo potrebovali:  
 
1. 10x MOPS pufer, 
2. agarozo, 
3. formaldehid (37 %), 
4. 1x MOPS pufer, 
5. formamid, 
6. etidijev bromid (10 mg/ml), 
7. denaturacijsko mešanico, 
8. nanašalno barvilo (Bromfenol modro). 
 
Za pripravo 10X MOPS (3-[N-morfolin] propansulfonska kislina) potrebujemo: 200 mM 3-
[N-morfolin] propansulfonske kisline (MOPS), 50 mM natrijevega acetat trihidrata in 10 
mM EDTA (etilen diamin tetra ocetne kisline). Za pripravo enega litra 10x MOPS pufra smo 
skupaj zmešali 41,9 gramov MOPS-a, 8,2 gramov natrijevega acetata trihidrata in 3,72 
gramov EDTA, umerili do enega litra in zmešali. 
 
Za pripravo treh litrov 1X MOPS pufra, ki se uporablja kot elektroforetski pufer, pa smo 
skupaj zmešali 300 mL 10X MOPS pufra, 60 mL 37 % formaldehida in dodali 2640 mL 
bidestilirane vode. 
 
Za testiranje uspešnosti izolacije RNA in preverjanje nepoškodovanosti RNA smo pripravili 
1 % formaldehidni gel. Najmanjši gel z volumnom 122,5 mL in samo izvedbo elektroforeze 
smo pripravili po naslednjem receptu: 
 
1. Stehtali smo 1,23 gramov agaroze (Sigma Aldrich), dodali 12,25 mL 10x MOPS 
pufra ter 110,25 mL bidesitilirane vode in vse skupaj zmešali v steklenici Schott. 
2. Raztopino smo segreli v mikrovalovni pečici pri nizki moči segrevanja do vretja, da 
se je agaroza popolnoma raztopila. 
3. Gelsko raztopino smo ohladili do 50 °C, dodali 2,2 mL 37 % formaldehida in 2 µl 
etidijevega bromida. 
4. Pripravljeno raztopino smo vlili v pripravljen kalup za gel. 
5. Pripravili smo ustrezen volumen denaturacijske mešanice. Priprava za 100 µL je 
naslednja: 13 µL 37 % formaldehida, 22 µL formamida in 65 µL 10X MOPS. 
6. Vzorec za nanos na gel smo pripravili tako, da smo 5 µg RNA dodali v končni 
volumen 9 µL, ki je vseboval denaturacijsko mešanico. Vzorce smo denaturirali pri 
55 °C za 15 minut, jih postavili na led in jim dodali še 4 µL nanašalnega barvila 
(Ficoll tip 400 (0,2-odstoten (w/v) brom fenol modro)). 
30 
Pokorn T. Identifikacija potencialnih tarč viroidnih malih RNA (vd-sRNA) v hmelju (Humulus lupulus L.). 
 Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2017 
 
7. Elektroforeza je potekala 45 minut v 1x MOPS pufru pri 40 mA. Nato smo gel 
pregledali na transiluminatorju TFM-30 (UVP Inc., Anglija), opremljenemu z virom 
dolgovalovne UV svetlobe (312 nm) in dobljene rezultate fotografirali z digitalnim 
fotoaparatom Nikon CoolPix (Japonska). 
 
3.5 DOLOČEVANJE VIROIDOV Z METODO RT-PCR  
Vzorce, ki so bili uporabljeni za sestavljanje transkriptoma in za analizo izražanja izbranih 
transkriptov z RT-qPCR, smo testirali na prisotnost dveh viroidov – CBCVd in HLVd. Za 
reakcijo s polimerazo s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) smo uporabili OneStep 
RT-PCR Kit (Qiagen, Nemčija), s čimer smo potrdili oz. ovrgli okuženost rastline s 
posameznim viroidom. Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili, so predstavljeni v 
preglednici 1. Pred reakcijo RT-PCR smo razredčili vsak vzorec nukleinskih kislin z vodo 
(IDT, ZDA) v razmerju 1:10. 
 
Preglednica1: CBCVd in HLVd začetni oligonukleotidi uporabljeni v RT-PCR reakciji. 




CBCVd-F1 5’-GGG GAA ATC TCT TCA GAC-3’ Bernad in Duran-Vila, 2006 
CBCVd-R1 5’-GGG GAT CCC TCT TCA GGT-3’ Bernad in Duran-Vila, 2006 
HLVd-M 5’-TAG TTT CCA ACT CCG GCT GG-3’ Hataya, 1992 
HLVd-P 5’-GGA TAC AAC TCT TGA GCG CC-3’ Hataya, 1992 
 
Iz posamezne redčitve smo odpipetirali 1 µl DNA vzorca v PCR tubice (Ependorff, ZDA) 
in dodali še 3,28 µl bidestilirane vode (ITD, ZDA) ter 0,36 µl (0,6 µM) vsakega od dveh 
začetnih oligonukleotidov za CBCVd oz. HLVd. Nato smo za pet minut termostatirali vzorce 
v napravi PCR (PE9700 thermal cycler, ABI) pri temperaturi 95 °C. Po končanem PCR smo 
dali vzorce takoj na led in s tem preprečili morebitno vzpostavitev sekundarnih struktur 
viroida.  
 
Nato smo dodali komponente RT-PCR kita v končnem volumnu 12 µl. Končne 
koncentracije so bile naslednje: 1x OneStep RT-PCR pufer, 0,4 mM vsakega dNTP, 1x Q-
Solution in 0,48 μl OneStep RT-PCR Enzyme Mix-a. PCR tubice smo termostatirali v 
napravi PCR (PE9700 thermal cycler, ABI) z naslednjim temperaturnim protokolom: 50 °C 
30 minut za korak reverzne transkripcije, nato je sledila začetna denaturacija pri 95 °C 15 
minut. Temu je sledilo 10 ciklov pri 94 °C 30 sekund, 65 °C 30 sekund in 72 °C 60 sekund, 
pri čimer se je temperatura koraka prileganja zniževala prvih devet ciklov za 1 °C/cikel, in 
končnih 30 ciklov pri 94 °C 30 sekund, 56 °C 30 sekund in 72 °C 60 sekund. Pomnoževanje 
se je zaključilo z desetminutno inkubacijo pri 72 °C. 
 
Produkt PCR je bil analiziran na 1,5 % agaroznem gelu v 0,5x TBE pufru [0,45 M Tris,  
0,45 M borova kislina in 10 mM EDTA], kateremu je bil dodan etidijev bromid s 
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koncentracijo 0.5 µg/ml in kasneje pregledan na transiluminatorju TFM-30 (UVP Inc., 
Anglija) in zabeležen s kamero Nikon CoolPix (Japonska). 
3.6 PRIPRAVA RNA VZORCEV IN NGS SEKVENCIRANJE TRANSKRIPTOMA 
Kot je omenjeno v poglavju 3.1.1, smo skozi celotno rastno sezono vzorčili tkiva hmelja, ki 
so zajemala korenine, liste, poganjke, cvetove, storžke in zalistnike kultivarja ‘Celeia’. 
Celokupno RNA smo izolirali s pomočjo Spectrum Total Plant RNA Extraction Kit 
(poglavje 3.3). Kvaliteto in kvantiteto smo preverili s formaldehidno elektroforezo in 
spektrofotometrijo. Izbrane vzorce, glede na parametre kvalitete (priloga C), smo združili v 
ekvimolarnih količinah in združen vzorec predložili izbranemu NGS servisu, ki se nahaja v 
Udinah (IGA Technology Services, Italija). 
 
Za sekvenciranje so uporabili tehnologijo Illumina 100 bp dolgih obojesmernih odčitkov 
(angl. paired end) na eni pretočni celici. Priprava združenega vzorca RNA je za analizo NGS 
potekala v večjih korakih. Pri prvem koraku je bilo potrebno odstraniti ribosomalno RNA 
(rRNA), kar je bilo narejeno s pomočjo ‘Ribo-Zero rRNA Removal Kit for Plants’ 
(Illumina). Sledila je priprava RNA knjižnice (velikost inserta 200-300 bp), ki je bila 
narejena s pomočjo TruSeq RNA-Seq Sample Preparation kit protokola (Illumina Inc.). 
Hmeljni transkriptom je bil nato sekvenciran na NGS napravi HiSeq2000. Podatke smo po 
sekvenciranju pridobili preko FTP protokola. 
 
3.7 SESTAVLJANJE TRANSKRIPTOMA 
3.7.1 Uporabljena strojna oprema 
 
Pri analizah podatkov smo za zahtevne obdelave podatkov uporabljali 1) Linux server z Red 
Hat Enterprise operacijskim sistemom Tikanga 5.11, dvema Intel(R) Xeon(R) X5650 (2.67 
GHz) procesorjema (24 niti), 48 GB delovnega spomina in 18 TB diskovnim poljem, ali 2) 
virtualni Linux server z Ubuntu operacijskim sistemom Lucid 10.04.4 LTS, procesorjem 
Intel(R) Xeon(R) E5-2650 (2.00 GHz) (8 niti), 30 GB delovnega spomina in 1 TB diskom.  
 
Za manj zahtevne obdelave smo uporabljali namizni računalnik z Windows 7 ali/in Linux 
operacijskim sistemom (64-bitni) Kubuntu verzije 11.10, procesorjem i7 in delovnim 
spominom 8 GB.  
 
3.7.2 Surovi sekvenčni podatki 
 
Sekvenčne podatke smo pridobili v dveh stisnjenih (FASTQ) datotekah v skupni velikosti 
29,3 GB. Podatke smo predložili v javno dostopno zbirko SRA - Sequence Read Archive 
(Kodama in sod., 2012). 
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3.7.3 Analiza kvalitete surovih sekvenčnih podatkov 
 
Prvi korak je preverjanje parametrov kvalitete pridobljenih sekvenčnih podatkov. Splošno 
in široko uporabljeno orodje, ki se uporablja za kontrolo kakovosti surovih podatkov 
zaporedij, je FastQC (Andrews, 2010). Za uporabo orodja je potrebno imeti na računalniku 
nameščeno Javo (Oracle, ZDA), orodje pa je prosto dostopno preko spletne strani: 
http://www.Bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. Orodje poženemo tako, da ga 
prenesemo na računalnik, ga odpremo in zaženemo run_fastqc.bat. Odpre se nam 
grafično okno, kliknemo na ‘datoteka’ (angl. file) in ‘odpri’ (angl. open). Izberemo 
zaporedja, ki jih želimo pregledati, in kliknemo ‘odpri’. Program začne nato avtomatsko 
pregledovati zaporedja. Po končanem delu dobimo rezultate v obliki hipertekstovne datoteke 
fastqc_report.html, kjer jih lahko pregledamo. 
 
Preverili smo tudi stopnjo popolnih duplikatov, torej identičnih zaporedij v podatkovnem 
setu. Ta analiza nam lahko pokaže na prisotnost zaporedij z visoko pogostnostjo pojavljanja. 
Le-to smo ocenili s pomočjo Python skripte process-reads-fasta.py, ki je del miR-
PREFeR programskega cevovoda (Lei in Sun, 2014). 
 
3.7.4 Preprocesiranje surovih podatkov  
 
Osnova obdelava podatkov in de-novo sestavljanje hmeljevega transkriptoma je potekalo s 
pomočjo programskega paketa CLC Genomic Workbench ver. 7.5 in CLC Genomics Server 
ver. 5.0.2 (CLC bio, QIAGEN, Danska). Zaradi medsebojne integracije obdelave podatkov 
obeh programskih paketov bomo v nadaljevanju uporabljali izraz CLC za kateregakoli od 
njih. 
 
Zaradi enostavnejše izvedbe prenosa je bilo potrebno pred uvažanjem zaporedij v 
programski paket CLC razrezati stisnjeni osnovni FASTQ datoteki (29,3 GB) s surovimi 
sekvenčnimi in kvalitetnimi vrednostmi na več manjših. 
 
Ta korak smo naredili s pomočjo Linux ukaza split: 
 
Izbrali smo možnosti: 
-l: Put NUMBER lines per output file (število vrstic na izhodno datoteko, v našem primeru 
80000000) 
-d: Use numeric suffixes instead of alphabetic (pri označevanju izhodnih datotek uporabi 
numerične predpone namesto alfabetičnih) 
&: Run the command in the background (poženi ukaz v ozadju) 
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split -l 80000000 -d hop_transcriptome_R2_001.fastq 
hop_transcriptome_R2_001_ & 
 
Tako smo dobili 18 manjših datotek v skupni velikosti 82,8 GB. Razlika v velikosti nastane, 
ker so bile osnovne datoteke stisnjene (29,3 GB), ko smo jih razširili pa sta bili datoteki 
veliki 82,8 GB. 
 
Datoteke smo nato preko bližnjice ‘uvozi’ (angl. import) uvozili v CLC z izbiro ‘Illumina’ 
seta podatkov. Pri uvozu smo izbrali naslednje možnosti: 
- CLC strežnik (kje se naj podatki shranijo), 
- paired reads (tip podatkov: pari zaporedij), 
- remove failed reads (odstrani zaporedja, ki ne ustrezajo parametrom uvoza), 
- paired-end (forward-reverse) (orientacija parov zaporedij: smiselna-protismiselna). 
 
Naslednji korak je bil odstranitev adapterjev in regij slabe kvalitete iz surovih zaporedij. S 
pomočjo beležnice smo ustvarili tekstovno datoteko Seznam Adapterjev.txt (priloga 
A) z zaporedji izbranih adapterjev, ki jih je FastQC program zaznal kot prisotne. Te smo 
uvozili v CLC. Pod zavihkoma ‘orodjarna’ (angl. toolbox) in ‘NGS osnovna orodja’ (angl. 
NGS Core Tools) smo odprli orodje ‘pokaži zaporedja’ (angl. trim sequences). Nato smo 
izbrali uvožena zaporedja, pri katerih smo želeli odstraniti adapterje in regije slabe kvalitete, 
in izbrali naslednje možnosti: 
- CLC strežnik (kje se izvede program in shranijo podatki), 
- Trim using quality scores – limit: 0,05 (parameter odstranjevanja regij slabe 
kvalitete na osnovi kvalitete – meja 0,05), 
- Trim ambiguous nucleotides – maximum number: 3 (koliko nedoločenih 
nukleotidov se lahko pusti v zaporedju – maksimalno število: 3), 
- Search on both strands (adapterje naj išče obojestransko), 
- Discard reads below lenght: 30 (odstrani zaporedja iz podatkovnega seta, ki so po 
čiščenju krajša od 30 bp), 
- Save broken pairs (v primeru, da se odstrani zaporedje para, ohrani drugo 
neodstranjeno zaporedje v drugi datoteki), 
- Create report (izdelaj poročilo čiščenja). 
 
Po koraku čiščenja zaporedij so se podatki shranili na CLC server. 
 
3.7.5 De-novo sestavljanje hmeljnega transkriptoma 
 
Za de-novo sestavljanje hmeljnega transkriptoma smo uporabili zaporedja, katerim smo 
predhodno odstranili adapterje (priloga A). Uporabili smo tako pare zaporedij kot tudi tiste, 
ki so po čiščenju morebiti ostali brez para. V programskem meniju smo odprli izbiro 
‘Orodjarna’ in nato ‘de-novo sekvenciranje’ (angl. de-novo sequencing). V naslednjem 
koraku smo izbrali vhodne podatke in določili naslednje programske možnosti: 
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- Word size: 25 (parameter zlaganja, dolžina besede: 25), 
- Bubble size: 50 (parameter zlaganja, velikost mehurčka v grafu: 50), 
- Minimum contig length: 150 (minimalna dolžina sestavljene soseske: 150), 
- Auto-detect paired distance (program avtomatsko določi razdaljo med paroma), 
- Perform scaffolding (program naj izvede tudi korak izdelovanja ogrodja iz  
sosesk), 
- Map reads back to contig (slow) (mapiranje podatkov na sestavljene soseske) – 
tukaj smo pustili vse prevzete možnosti edino pri: 
- Lenght fraction: 0,9 (delež dolžine: 0,9) 
- Similarity fraction: 0,95 (meja identičnosti: 0,95), 
- Update contigs (po mapiranju popravi soseske), 
- Create list of un-mapped reads (napravi seznam zaporedij, ki so ostala 
nekartirana), 
- Create report (izdelaj poročilo de-novo sestavljanja). 
 
Vrednost dolžine besede (angl. word size) smo si pomagali izbrati s pomočjo CLC priročnika 
(CLC bio, QIAGEN, Danska), kjer ga izberemo glede na količino vseh zaporedij – v našem 
primeru smo imeli 2x po 17.403.269.200 bp (34.806.538.400 bp), zato smo vzeli ‘word size’ 
(vrednost/dolžina besede) 25. Za vrednost ‘bubble size’ (velikost mehurčka) pa priporočajo 
dvakratnik vrednosti dolžine besede. 
 
dolžina besed 22: 590509683 bp - 1771529048 bp 
dolžina besed 23: 1771529049 bp - 5314587146 bp 
dolžina besed 24: 5314587147 bp - 15943761440 bp 
dolžina besed 25: 15943761441 bp - 47831284322 bp   
dolžina besed 26: 47831284323 bp - 143493852968 bp 
dolžina besed 27: 143493852969 bp - 430481558906 bp 
dolžina besed 28: 430481558907 bp - 1291444676720 bp 
 
Tako smo dobili sestavljen de-novo hmeljni transkriptom z dolžino besede 25 in vrednostjo 
velikosti mehurčka 50. 
 
Popolnost pridobljenega hmeljnega transkriptoma smo ocenili z BUSCO orodjem (Simão in 
sod., 2015). BUSCO orodje vključuje evolucijska pričakovanja o vsebnosti genov na osnovi 
univerzalnih ortologov, ki so v genomih prisotni samo v eni kopiji. Za predčasno rastlinsko 
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3.8 ANOTACIJA TRANSKRIPTOMA 
Zložene soseske smo najprej analizirali proti različnim podatkovnim zbirkam z uporabo 
BLASTx (nukleotidno vprašanje proti proteinski zbirki) ali BLASTn (nukleotidno vprašanje 
proti nukleotidni zbirki) algoritmov. Iskali smo proti naslednjim podatkovnim zbirkam: 
- Genbank ‘nr’ zbirka proteinov (nepresežna proteinska zbirka), 
- Genbank ‘nt’ zbirka (nepresežna nukleotidna zbirka), 
- Swiss-Prot proteinska zbirka, 
- zbirka KOG – eukariotske ortologne skupine proteinov (Eukaryotic Orthologous 
Groups of proteins). 
 
Zbirke smo prenesli v lokalno strežniško okolje. V primeru, da so bile v obliki FASTA 
zaporedij (KOG), smo jih z orodjem formatdb pretvorili v BLAST podatkovno zbirko. 
To orodje je del blast+ programskega paketa. Za iskanje smo uporabili BLASTn ali BLASTx 
orodje, implementiran v blast+ paketu verzije 2.2.18 (Camacho in sod., 2008). Rezultate smo 
shranili v BLAST arhivu, v obliki, ki nam omogoča nadaljnje procesiranje podatkov po 
potrebi v različne druge oblike zapisov s programom blast_formatter. 
 
Primer izvedbe programa BLASTx proti proteinski podatkovni zbirki ‘nr’ je bil naslednji:  
BLASTx -query transcriptome.fasta -db /pot-do-blast-zbirke/nr 
-out transcriptome.fa.blastx.nr.11 -evalue 0.001 -outfmt 11 -
num_alignments 500 -seg no -num_threads 24 1>1.log 2>2.log 
 
Ostali ukazi proti drugim podatkovnim bazam so bili identični z zamenjavo BLASTn 
programa, kjer smo iskali podobnosti z nukleotidnimi podatkovnimi zbirkami. 
 
Opis parametrov: 
-query: datoteka s fasta zapisi zaporedij, ki jih želimo pregledati proti podatkovni zbirki 
-db: pot do podatkovne zbirke 
-out: kam se naj shranijo rezultati 
-evalue: mejna E vrednost poravnave, rezultati z višjo vrednostjo od nastavljene se ne 
shranjujejo 
-outfmt: izbrani format zapisa rezultatov, izbrana vrednost 11 pomeni arhivski format v 
ASN.1 zapisu, ki se ga lahko pretvori v vse druge zapise z uporabo skripte 
blast_formatter 
-num_alignments: maksimalno število poravnav, ki se jih vključi v rezultate 
-seg no: preverjanje zaporedja s SEG algoritmom, ki išče regije nizke kompleksnosti 
-num_threads: število procesorskih niti, ki se naj uporabljajo pri izvajanju iskanja 
 
Nadalje smo transkriptom hmelja anotirali s pomočjo orodja Blast2GO (Conesa in sod., 
2005), ki omogoča avtomatsko funkcionalno anotacijo transkriptov, da se pridobijo termini 
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genske ontologije (GO). Ti opisujejo biološke procese, molekularno funkcijo in celične 
komponente. 
 
V orodje smo naložili in analizirali podatke v naslednjem vrstnem redu: 
1. Podatke smo uvozili preko ‘datoteka’ (angl. file)  ‘Naloži fasta datoteko’ (angl. 
load FASTA file) 
2. Za BLAST analizo smo uvozili XML rezultate prejšnjega BLASTx koraka tako, da 
smo uvozili datoteko preko ‘datoteka’  ‘naloži’ (angl. load)  ‘naloži BLAST 
rezultate’ (angl. load BLAST results)  ‘XML datoteke’ (angl. XML files) 
3. Sledilo je ‘mapiranje’ (angl. mapping), odprli smo okno ‘mapiranje’ in izbrali ukaz 
‘zaženi GO-Mapping korak’ (angl. run GO-Mapping Step) 
4. Po mapiranju je sledila anotacija: odprli smo okno ‘anotacija’ (angl. annotation) in 
izbrali ukaz ‘zaženi korak Anotacije’ (angl. run Annotation Step) 
5. Po končani anotaciji smo zagnali še zadnji korak InterPro. Odprli smo okno 
‘anotacija’, izbrali ‘InterPro Scan’ ter nato ‘run InterProScan 5.0 (online)’ 
6. Shranitev rezultatov (angl. save results): odprli smo okno ‘datoteka’ in izbrali ukaz 
‘shrani B2G-projekt (angl. save B2G-project) za shranitev pridobljenih rezultatov. 
 
Nato smo izvozili rezultate v tekstovne datoteke, Excel datoteke in grafične datoteke. 
 
V naslednjem koraku smo in-silico razrezali dve viroidni zaporedji, ki smo jih predhodno 
prepisali iz RNA v cDNA (CBCVd, Genbank pristopna številka KM211546 in HLVd, 
Genbank pristopna številka X07397) na vse možne 21, 22 in 24 bp dolge molekule. 
Originalnemu viroidnemu zaporedju smo določili tudi komplementarno zaporedje s 
pomočjo internetnega orodja (http://www.Bioinformatics.org/sms/rev_comp.html), ki smo 
ga razrezali na 21, 22 in 24 bp dolga zaporedja. Pri tem smo upoštevali, da je viroid krožna 
molekula. 
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Za razrez zaporedij smo uporabili Python skripto rezi_viroida.py, ki jo je napisal dr. 
Vid Jelen in je predstavljena v prilogi I. 
 
Ukazna vrstica: 
python rezi_viroida.py zaporedje_viroida_ki_ga_zelimo_razrezati.fa XX > 
ime_izvozne_datoteke 
 
XX-dolžina zaporedja, ki ga želimo razrezati (21 bp ali 22 bp ali 24 bp) 
Zaporedje, ki ga želimo razrezati, mora biti v FASTA formatu (.fasta, .fa, .fas). 
 
V datoteki z rezultati (ime_izvozne_datoteke) dobimo viroidna zaporedja razrezana 
na željeno dolžino v tekstovnem formatu (.txt). 
 
3.9 ISKANJE TARČ DELOVANJA vd-sRNA 
Za iskanje morebitnih tarč smo uporabili dve orodji – The UEA sRNA Workbench 
(http://srna-workbench.cmp.uea.ac.uk/) (Stocks in sod., 2012) in Plant Small RNA Target 
Analysis Server (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (Dai in Zhao, 2011). Pri obeh 
orodjih smo primerjali sestavljen hmeljev transkriptom (poglavje 3.7) z malimi viroidnimi 
RNA molekulami (vd-sRNA) na osnovi podobnosti z algoritmom primerjave, ki je 
implementiran v obeh orodjih. 
 
Orodje The UEA sRNA Workbench smo uporabljali v obliki lokalne različice na virtualnem 
strežniku. V datoteko ‘data’ (…/software/UEA-sRNA/data/) smo naložili 
razrezana viroidna zaporedja in hmeljev transkriptom v FASTA formatu. Program smo 
izvedli s spodnjimi ukaznimi vrsticami: 
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./srna-tools.pl --tool target --out output/CVd-21-new-04-06/ --srna_file 
data/viroidi_1.6.13/CVd_IV_21_all.txt --transcriptome hop_transcriptome_24-
50.fasta 2>output-CVd-21_new_04-06.log  
 
ali 22 bp 
./srna-tools.pl --tool target --out output/CVd-22-new-04-06/ --srna_file 
data/viroidi_1.6.13/CVd_IV_22_all.txt --transcriptome hop_transcriptome_24-
50.fasta 2>output-CVd-22_new_04-06.log  
 
ali 24 bp 






./srna-tools.pl --tool target --out output/HSVd-21-new/ --srna_file 
data/viroidi_1.6.13/HLVd_NCBI_21_all.txt --transcriptome hop_transcriptome_24-
50.fasta 2>outputHLVd_21_new.log & 
 
ali 22 bp 
./srna-tools.pl --tool target --out output/HSVd-22-new/ --srna_file 
data/viroidi_1.6.13/HLVd_NCBI_22_all.txt --transcriptome hop_transcriptome_24-
50.fasta 2>outputHLVd_22_new.log & 
 
ali 24 bp 
./srna-tools.pl --tool target --out output/HSVd-24-new/ --srna_file 
data/viroidi_1.6.13/HLVd_NCBI_24_all.txt --transcriptome hop_transcriptome_24-
50.fasta 2>outputHLVd_24_new.log & 
 
Orodje Plant Small RNA Target Analysis Server omogoča iskanje tarč preko internetnega 
vmesnika. Odprli smo internetno stran, izbrali možnost ‘uporabnik predloži male 
RNA/uporabnik predloži transkripte’ (angl. user-submitted small RNAs/user-submitted 
transcripts) in naložili razrezana zaporedja in transkriptom v FASTA formatu. Orodje 
omogoča prilagoditev parametrov za iskanje tarč. Vse parametre smo pustili privzete, razen 
parametra ‘maksimalna pričakovana vrednost’ (angl. maximum expectation score), ki smo 
ga spremenili v 3.0. Višja kot je pričakovana vrednost, bolj ohlapni so pogoji 
komplementarnosti med vd-sRNA in tarčo oz. sosesko transkriptoma. 
 
Pri obeh orodjih smo dobili seznam transkriptov, ki so bili izbrani kot morebitne tarče 
delovanja vd-sRNA. S pomočjo Excelove preglednice smo pripravili sezname zaporedij, 
razporejene glede na bioinformatsko orodje (Plant Small RNA Target ali UEA sRNA 
Workbench), glede na delovanje malih viroidnih RNA (HLVd, CBCVd) in glede na dolžino 
viroidnih malih RNA (21, 22 ali 24 bp). Rezultate smo grafično predstavili z orodjem jvenn, 
ki omogoča grafičen izpis Vennovih diagramov (Philippe in sod., 2014). Rezultate smo 
shranili v obliki seznamov in v obliki SVG datotek.  
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3.10 ANOTACIJA TARČ 
Unikatni seznam vseh transkriptov, za katere smo z in-silico postopkom ugotovili delovanje 
vd-sRNA, smo uporabili za pridobitev teh zaporedij iz skupne FASTA datoteke vseh 
kontigov. Za te transkripte smo ponovili postopek anotacije, kot je opisano v poglavju 3.8. 
 
3.11 IZBIRA POTENCIALNIH TARČ ZA EKSPRESIJSKO ANALIZO 
Pri izbiri potencialnih tarč smo se osredotočili na: 
1. Gene, ki so vključeni v metabolizem štirih rastlinskih hormonov – etilen, giberelini, 
jasmonati in salicilno kislino, – in v rastlinske obrambne poti proti patogenom 
(Kumar, 2014, Robert-Seilaniantz in sod., 2007, Denancé in sod., 2013, Iqbal in sod., 
2013). Seznam Arabidopsis genov, ki so bili vključeni v metabolne poti, smo 
pridobili iz RIKEN Plant Hormone Research Network 
(http://hormones.psc.riken.jp/pathway_hormones.html), prav tako tudi ustrezna 
proteinska zaporedja, ki smo jih kasneje uporabili za tBLASTn primerjavo s 
hmeljnim transkriptomom. 
2. Gene, ki so vpleteni v biogenezo malih RNA in mehanizme RNAi. Na te gene smo 
se osredotočili zaradi znanega pojava, ko rastlinski patogeni ‘ugrabijo’ ta mehanizem 
(Weiberg in sod., 2013). 
3. Gene, ki so imeli popolno oz. skoraj popolno homologijo med tarčo in vd-sRNA. 
4. Gene, ki so bili tarča delovanja malih viroidnih RNA CBCVd viroida in so izhajali 
iz regij z visoko pokritostjo odčitkov, kot smo predhodno objavili ob odkritju viroida 
(Jakše in sod., 2015). 
 
Seznam genov (na razpolago pri avtorju), ki kodirajo intermediate hormonalnih poti etilena, 
giberelinov, jasmonatov in salicilne kisline modelne rastline Arabidopsis thaliana, smo 
povzeli po internetni strani RIKEN Plant Hormone Research Network - 
http://hormones.psc.riken.jp/pathway_hormones.html (2014). Seznam je predstavljen v 
prilogi B.  
 
Seznam genov (na razpolago pri avtorju), vpletenih v biogenezo malih RNA in mehanizme 
RNAi, smo sestavili po literaturnih virih. V seznam smo vključili gene modelne rastline A. 
thaliana. 
 
Transkripte hmelja, ki so kazali visoko homologijo z vd-sRNA, smo poiskali med rezultati 
orodja Plant Small RNA Target Analysis Server, ki na podlagi ujemanja tem transkriptom 
dodeli ‘pričakovano vrednost’ blizu minimalnih vrednosti 0 ali 1. 
 
Gene, ki so bili tarča delovanja malih viroidnih RNA CBCVd viroida in so izhajali iz regij 
z visoko pokritostjo, smo izbrali glede na izbrane regije CBCVd viroida. V delu (Jakše in 
sod., 2015) (Slika 14) smo pokazali, da imajo male viroidne RNA različne celične 
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koncentracije. Tako smo se omejili na regije CBCVd viroida, ki so kazale ekstremne 
pokritosti pri kartiranju zaporedij. Te regije smo določili s SAMTOOLS orodjem z ukazom: 
 
samtools depth IME_BAM_DATOTEKE.BAM 
 
Za iskanje smo izbrali naslednje regije: 
- smiselno zaporedje CBCVd: FOR 126-147, 195-215,  




Slika 14: Normaliziran profil CBCVd (SYM in SYM12) viroida za FOR (+) in REV (-) malih RNA. Opazili 
smo določena žarišča (angl. hotspots) z visokim številom zaporedij. 
Figure 14: Normalized mapping profiles of for (+) and rev (-) small RNA reads for CBCVd (SYM and SYM12) 
reveals certain hotspots of high sequencing coverages.  
 
Na osnovi proteinskih zaporedij (geni hormonalnih poti in biogeneze malih RNA) A. 
thaliana smo poiskali najbolj značilne zadetke v hmeljnem transkriptomu z algoritmom 
primerjave tblastn. Za odkrite zadetke smo nato preverili, ali so morebitne tarče vd-sRNA v 
rezultatih predikcijskih orodij.  
 
Postopek iskanja smo izvedli s pomočjo CLC programa: 
1. Odprli smo CLC Genomics Workbench, v orodni vrstici smo izbrali ‘prenos’ (angl. 
download) in nato podzavihek ‘išči zaporedja v UniProt podatkovni zbirki’ (angl. 
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2. Odprlo se nam je novo okno, v katerega smo kopirali pristopno UniProtKB številko 
iz seznama, in pritisnili ‘išči’ (angl. search). 
3. Ko smo našli ustrezni zadetek, smo ga z desnim klikom ‘uvozili in shranili’ (angl. 
download and save) na CLC strežnik. 
4. Nato smo izbrali ‘orodjarno’ (angl . toolbox), ‘BLAST’ in ‘BLAST’. 
5. Odprlo se nam je novo okno, kjer smo izbrali lokacijo procesa. 
6. V naslednjih dveh korakih smo izbrali: 
- želena zaporedja, 
- BLAST program – tblastn, 
- BLAST podatkovno zbirko – hmeljni transkriptom. 
7. V naslednjem koraku smo v meniju izbrali ‘genetski kod podatkovne zbirke’ (angl. 
database genetic code) in naslednje parametre: 
- Število procesorskih niti: 6 (angl. number of threads: 
6; odvisno od števila vseh procesorskih jeder oz. 
hitrosti, ki jo želimo), 
- pričakovana vrednost: 0,001 (angl. expect: 0,001), 
- dolžina besede: 3 (angl. word size: 3), 
- matrica: BLOSUM62 (angl. matrix), 
- vrednost vrzeli: vrinjena vrzel: 11, podaljševanje 
vrzeli: 1 (angl. gap cost: Existence: 11, Extension: 1), 
- maksimalno število zadetkov: 250 (angl. max 
number of hit sequences: 250). 
8. Dobljene BLAST rezultate smo shranili na strežniku. 
 
Potencialne tarče smo potem na osnovi BLAST rezultatov pregledali v CLC: 
1. S klikom na BLAST rezultate se nam je odprla BLAST preglednica z imeni genov, 
pričakovano e-vrednostjo in številom zadetkov. 
2. S klikom na izbrani zadetek se nam je odprla nova BLAST grafična predstavitev 
(angl. BLAST graphics), kjer so se pojavila posamezna zaporedja. S pritiskom na 
‘prikaži tekst’ (angl. show text contents) se je odprla tekstovna preglednica. 
3. Izbrali smo zaporedja, pri katerih je bila pričakovana e-vrednost najnižja in je bil 
zadetek poravnan po večjem deležu proteina. 
4. Izpisali smo ime soseske, dolžino, identičnost in število pozitivnih aminokislin. 
 
Ti rezultati so nam potem pomagali pri ročni izbiri potencialnih tarč. 
 
3.12 IZVOZ TARČNIH SOSESK S POMOČJO PYTHON SKRIPTE  
Soseske izbranih tarč smo izvozili s pomočjo python skripte - RETRIEVE_FASTA.PY, ki 
jo je napisal dr. Vid Jelen. Skripta je predstavljena v prilogi J. 
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Pripravili smo seznam z imeni zaporedij transkriptov hmelja, s katerimi smo želeli delati. Ta 
seznam nam je potem na hiter in enostaven način omogočal s pomočjo skripte 
retrieve_fasta.py pridobiti zaporedja iz skupne datoteke transkriptoma. . 
 
Ukaz je bil naslednji: 
python retrieve_fasta.py transkriptomska_datoteka.fasta 
seznam_transkriptov > izvozna_datoteka.fasta 
 
Na tak način smo zelo hitro pridobili točno določena (izbrana) zaporedja (soseske) iz 
transkriptoma. 
 
3.13 DIZAJNIRANJE ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
Za izbrane tarče smo s programom Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, USA) izdelali 
pare začetnih oligonukleotidov. 
 
Postopek je bil sledeč:  
1. Izbrali smo ‘novo’ (angl. new) in prikazalo se nam je novo okno, v katerega smo 
prilepili naše zaporedje. 
2. Zaporedju smo lahko z ukazom ‘izključi izbrane baze’ (angl. exclude selected bases) 
označili, kje ne želimo imeti začetnih oligonukleotidov (npr. zaradi domene). 
3. Parametre (angl. parameters) smo pustili privzete (Tm pri 60 °C, GC % med 30 % in 
80 %), razen pri dolžini amplikona (angl. amplicon) smo nastavili tako najmanjšo 
kot tudi največjo dolžino amplikona (angl. min and max amplicon region length) na 
90 bp in nato pritisnili ‘najdi začetne oligonukleotide in sonde’ (angl. find 
Primers/Probes). 
4. V preglednici so se prikazali različni začetni oligonukleotidi. S klikom na posamezno 
zaporedje so se pojavili tudi njihovi lastni dimeri (angl. self dimer), lasnične zanke 
in dimeri, ki so posledica obeh začetnih oligonukleotidov (angl. cross dimer). 
5. Izbrali smo želene začetne oligonukleotide, kliknili na ‘naroči’ (angl. order) in jih 
shranili v Excel datoteki. 
 
Izogniti smo se želeli primerom, kjer bi začetni oligonukleotidi bili izdelani na domenah, kar 
bi lahko vplivalo na njihovo zmanjšano specifičnost. Izbrano zaporedje smo zato pregledali 
z orodjem NCBI Search for Conserved Domains 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). Nukleotidno zaporedje smo 
pregledali proti najobsežnejši podatkovni zbirki (supersetu) CDD, ki združuje podatkovne 
zbirke domen Pfam, SMART, COG, PRK in TIGRFAM, ter tako določili prisotnost 
morebitnih domen. V primeru pozitivnega rezultata smo se izognili regiji podobnosti pri 
izdelavi začetnih oligonukleotidov. Začetne oligonukleotide smo naročili pri podjetju 
Integrated DNA Technologies (IDT, ZDA). 
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3.14 S PATOGENEZO POVEZANI PROTEINI 
Analizirali smo tudi izražanje s patogenezo povezane (PR) proteine pri hmelju. Povzeli smo 
jih po delu Cregeen in sodelavci (2015) in pare začetnih oligonukleotidov naročili pri 
podjetju Integrated DNA Technologies (IDT, ZDA). PR geni so predstavljeni v preglednici 
2, začetni oligi pa v preglednici 20. 
 
Preglednica 2: Zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki pomnožujejo s patogenezo povezane proteine pri 
hmelju. 
Table 2: Primer sequences for amplification of hop genes of pathogenesis related (PR) proteins. 
Družina Tip Funkcija 
PR-1 Tobak PR-1a Protiglivične 
PR-2 Tobak PR-2 β-1,3-glukanaza 
PR-5 Tobak S taumatinu-podoben protein 
PR-3 ekst Tobak P, Q Hitinazni tip 
PR-3 vak Tobak P, Q Hitinazni tip 
 
3.15 ANALIZA IZRAŽANJA IZBRANIH TARČ Z VERIŽNO REAKCIJO V 
REALNEM ČASU S KORAKOM REVERZNE TRANSKRIPCIJE (RT-qPCR) 
Statistična analiza za RT-qPCR je bila narejena s pomočjo dela-delta-Cq metode (ΔΔCq). 
Metoda se uporablja za analizo relativnih sprememb v izražanju genov (Livak in sod., 2001). 
Pri tej metodi smo uporabili rezultate treh referenčnih genov DRH1, TIP41 in YLS8 (Štajner 
in sod., 2013) in 28 tarčnih vzorcev (poglavje 3.16). Izražanje tarčnih vzorcev smo primerjali 
z referenčnimi vzorci (Zhuang in sod., 2014). Podatki pri ΔΔCq metodi so predstavljeni kot 
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3.16 VZORCI ZA RT-qPCR 
Vzorce treh tkiv sorte 'Celeia' smo vzorčili v juliju in avgustu 2013, kot je napisano v 
poglavju 3.1.2. Po pregledu izoliranih vzorcev z RT-PCR (poglavje 3.5) in glede na rezultate 
in pričakovano okuženost z viroidi (HLVd, CBCVd in brezviroidne rastline – BVV), smo 
vzorce razdelili v tri skupine. Posamezen vzorec s številko predstavlja rastlino in vrsto, v 
kateri smo našli rastlino. CBCVd okužene rastline so v naravi tudi vedno okužene s HLVd. 
Vzorci so bili naslednji: 
1. LISTI (10.7.2013) 
- BVV (1/3, 1/5, 1/6, 3/7, 3/11, 4/6, 4/12) 
- HLVd (3/5, 3/12, 3/16, 3/19, 3/24) 
- CBCVd+HLVd (1/4, 1/8, 1/15, 2/12, 2/18, 2/19) 
2. CVETOVI (17.7. 2013) 
- BVV (1/3, 1/5, 1/6, 3/7, 4/6, 4/12) 
- HLVd (3/5, 3/12, 3/16, 3/19, 3/24) 
- CBCVd+HLVd (1/4, 1/8, 1/15, 2/12, 2/18, 2/19) 
3. STORŽKI (26.8. 2013) 
- BVV (1/3, 1/5, 1/6, 3/7, 4/6, 4/12) 
- HLVd (3/5, 3/12, 3/16, 3/19, 3/24) 
- CBCVd+HLVd (1/4, 1/8, 1/15, 2/12, 2/18, 2/19) 
 
Pred uporabo smo združili po dva posamezna vzorca skupaj, da smo tako normalizirali 
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Preglednica 3: Združeni in uporabljeni vzorci za RT-qPCR analizo. 
Table 3: Samples used in RT-qPCR analyses. 
Št. Vzorca Datum Tkivo Rastlina Št. rastline 
1 10.7.2013 LISTI BVV 1/3 in 1/5 
2 10.7.2013 LISTI BVV 1/6 in 3/7 
3 10.7.2013 LISTI BVV 3/11 in 4/6 
4 10.7.2013 LISTI BVV 4/6 in 4/12 
5 10.7.2013 LISTI HLVd 3/5 in 3/12 
6 10.7.2013 LISTI HLVd 3/16 in 3/19 
7 10.7.2013 LISTI HLVd 3/19 in 3/24 
8 10.7.2013 LISTI CBCVd 1/4 in 1/8 
9 10.7.2013 LISTI CBCVd 1/15 in 2/12 
10 10.7.2013 LISTI CBCVd 2/18 in 2/19 
11 17.7.2013 CVETOVI BVV 1/3 in 1/5 
12 17.7.2013 CVETOVI BVV 1/6 in 3/7 
13 17.7.2013 CVETOVI BVV 4/6 in 4/12 
14 17.7.2013 CVETOVI HLVd 3/5 in 3/12 
15 17.7.2013 CVETOVI HLVd 3/16 in 3/19 
16 17.7.2013 CVETOVI HLVd 3/19 in 3/24 
17 17.7.2013 CVETOVI CBCVd 1/4 in 1/8 
18 17.7.2013 CVETOVI CBCVd 1/15 in 2/12 
19 17.7.2013 CVETOVI CBCVd 2/18 in 2/19 
20 26.8.2013 STORŽKI BVV 1/3 in 1/5 
21 26.8.2013 STORŽKI BVV 1/6 in 3/7 
22 26.8.2013 STORŽKI BVV 4/6 in 4/12 
23 26.8.2013 STORŽKI HLVd 3/5 in 3/12 
24 26.8.2013 STORŽKI HLVd 3/16 in 3/19 
25 26.8.2013 STORŽKI HLVd 3/19 in 3/24 
26 26.8.2013 STORŽKI CBCVd 1/4 in 1/8 
27 26.8.2013 STORŽKI CBCVd 1/15 in 2/12 
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3.17 IZVEDBA ANALIZE RT-qPCR ZA KVANTIFIKACIJO EKSPRESIJE GENOV  
Z uporabo High Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems, Foster City, 
USA) in naključno prilegajočih se heksamernih začetnih oligonukleotidov smo vsak vzorec 
RNA reverzno prepisali v cDNA. 
 
20 μl reverzne reakcije je vsebovalo: 
- 10x PCR pufer 2 μl, 
- 25x dNTP 0,8 μl, 
- 10x RT začetnih oligonukleotidov 2,0 μl, 
- reverzno transkriptazo 1,0 μl, 
- RNAse inhibitor 1,0 μl, 
- vodo (nuclease free) 3,2 μl in 
- RNA 10 μl. 
 
Reakcija je potekala pri 25 °C 10 minut, 37 °C 60 minut, 85 °C 5 sekund, 4 °C ∞. Prepisane 
vzorce cDNA smo nato hranili pri -20 °C. 
 
RT-qPCR je bil izveden z uporabo SYBR green tehnologije na napravi ABI PRISM 7500 
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA). Na plošči za 96 PCR 
reakcij (MicroAmp Optical PCR plate, Applied Biosystems) je vsak vzorec s končnim 
volumnom 10 μl PCR reakcije vseboval 5 μl FastStart SYBR Green Mastermix-a (Roche, 
Švica), 2 μl cDNA (kar ustreza 5 ng celokupne RNA) in 300 nM (0,6 μl) vsakega 
posameznega začetnega oligonukleotida. 
 
Za pomnoževaje smo uporabili naslednji protokol pomnoževanja: 95 °C 10 minut, sledilo je 
40 ciklov pri 95 °C 10 sekund in 60 °C 30 sekund. Za vsak vzorec qPCR smo imeli po tri 
tehnične ponovitve.  
 
Analizirali smo tudi tri referenčne gene DEAD box RNA helicase (DRH1), TIP41-like 
family protein (TIP41) in Yellow leaf specific protein 8 (YLS8), ki so bili ugotovljeni kot 
najboljši referenčni standardi za analizo izražanja hmelja v pogojih biotskega stresa (Štajner 
in sod., 2013). Zaporedja začetnih oligonukleotidov za te tri referenčne gene so predstavljena 
v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Referenčni geni in njihovi začetni oligonukleotidi s homolognimi lokusi oz. referencami. 
Table 4: Reference genes with their primers and homolog locus (Reference). 















(Czechowski in sod., 2005) 
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Pri vzorcih RT-qPCR, ki smo jih namnožili, smo preverili tudi talilno krivuljo, ki nam 
nakaže na morebitno pomnoževanje večih fragmentov. Pomnožke smo preverili tudi na 
standardnem agaroznem gelu (2 %) in z barvanjem z etidijevim bromidom. 
 
Končni preizkus, v katerem smo želeli določiti izražanje referenčnih in tarčnih genov, je 
vseboval standardno krivuljo, sestavljeno iz petih zaporednih točk redčenja, ter 28 vzorcev 
cDNA z CBCVd in HLVd okuženostjo. Združeno cDNA (angl. bulked samples) vseh 28 
vzorcev smo uporabili za določitev standardne krivulje, in sicer tako, da smo opravili pet 
zaporednih štirikratnih redčitev cDNA, z začetno koncentracijo 12,5 ng in končno 0,05 ng 
(12.5, 3.13, 0.78, 0.20 in 0.05 ng). Variacije med ploščami smo zmanjšali tako, da smo vse 
reakcije z enakim začetnim oligonukleotidom vključili na eno ploščo, ter na vsaki plošči 
naredili standardno krivuljo. Učinkovitost RT-qPCR je bila s pomočjo nagiba regresijske 
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4 REZULTATI 
4.1 VZORČENJE HMELJA ZA TRANSKRIPTOM 
Vzorčenje tkiv pri sorti ‘Celeia’ (poglavje 3.1.1) je v tedenskih intervalih potekalo od konca 
aprila do konca avgusta v sezoni 2012. RNA smo s pomočjo Spectrum Total Plant RNA 
Extraction Kita (poglavje 3.3) izolirali iz vsakega vzorca posebej. Spectrum Total Plant 
RNA Extraction Kit se je že predhodno uspešno uporabljal pri izolaciji RNA oljke (Rešetič, 
2013). 
 
Vzorce RNA smo pregledali s pomočjo formaldehidne elektroforeze, kjer sta bila pri 
primernih vzorcih lepo vidna dva fragmenta ribosomalne RNA (slika 15). 
 
 
Slika 15: Formaldehidni gel nekaterih RNA vzorcev. 
Figure 15: Formaldehyde gel of some RNA samples. 
 
Koncentracijo in čistost RNA smo izmerili s pomočjo spektrofotometra NanoVue (GE 
Healthcare) in z Agilent Bioanalyzerjem 2100. Preden smo na sekvenciranje poslali vzorce 
hmelja, smo zmešali ekvimolarne količine vseh RNA vzorcev (3 µg RNA na vzorec). Tako 
smo dobili združen, reprezentativen vzorec vseh RNA izoliranih iz različnih tkiv (priloga 
C). Ta vzorec je bil uporabljen v naslednjih korakih sekvenciranja transkriptoma. 
 
4.2 VZORČENJE HMELJA ZA EKSPERIMENT RT-qPCR  
V treh časovnih obdobjih smo v nasadih hmelja Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo 
Slovenije nabirali brezviroidne rastline (BVV), na območju Šempetra v nasadu kmeta 
Škrabar pa vzorce rastlin okuženih s HLVd in z CBCVd+HLVd. Preglednica 5 prikazuje čas 
nabiranja, koncentracije in vrednosti A260/A280. 
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Preglednica 5: Prikaz časovnih obdobji vzorčenj rastline hmelja (BVV – brez viroidne rastline, CBCVd - viroid 
razpokanosti skorje agrumov in HLVd – hmeljev latentni viroid) s podanimi koncentracijami in A260/280 
vrednosti. 
Table 5: Table shows three different periods of collecting hop samples (BVV – viroid free plant, CBCVd – 
citrus bark cracking viroid and HLVd – hop latent viroid) with concentration and A260/280 values. 
10.7.2013 - izolacija RNA - LISTI 
BVV Konc. A260/280 HLVd Konc. A260/280 CBCVd Konc. A260/280 
1/3 640 2,086 3/5 1148 2,112 1/4 1028 1,858 
1/5 503,6 2,123 3/12 1600 1,967 1/8 829,2 2,12 
1/6 1013 2,107 3/16 2012 2,087 1/15 1342 2,09 
3/7 1557 2,067 3/19 1093 2,113 2/12 1386 1,801 
3/11 971,2 2,108 3/24 505,6 2,1 2/18 956,8 1,688 
4/6 2080 2,005    2/19 1029 2,087 
4/12 918,4 2,116       
17.7.2013 - izolacija RNA - CVETOVI 
BVV Konc. A260/280 HLVd Konc. A260/280 CBCVd Konc. A260/280 
1/3 1705 2,097 3/5 1886 2.112 1/4 1835 2.128 
1/5 1776 2,094 3/12 1102 1.744 1/8 1470 1.998 
1/6 2779 2,127 3/16 1572 2.089 1/15 2019 2.055 











4/6 1368 2,098    2/19 1816 2.075 
4/12 1449 2,087       
26.8.2013 - izolacija RNA - STORŽKI 
BVV Konc. A260/280 HLVd Konc. A260/280 CBCVd Konc. A260/280 
1/3 514.8 2,086 3/5 1317 2,122 1/4 1174 2,101 
1/5 800,8 2,066 3/12 864,4 2,11 1/8 1764 2,114 
1/6 715,6 2,076 3/16 558,4 2,096 1/15 1077 2,034 






3/24 754,8 558,4 2/18 1231 2,118 
4/6 510 2,087    2/19 1282 2,113 
4/12 1509 2,054       
 
Vzorce smo nabirali v treh časovnih obdobjih: 10.7.2013, 17.7.2013 in 26.8.2013. 
Pomembno je bilo, da smo imeli pri analizi qPCR tudi brezviroidne rastline, zato smo iz 
nabranih rastlinskih vzorcev izolirali celokupne nukleinske kisline (poglavje 3.2) in nato s 
pomočjo RT-PCR (poglavje 3.5) preverili prisotnost viroida (HLVd in CBCVd) v rastlini 
(slika 16). 
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Slika 16: Slika prikazuje testiranje nabranih vzorcev hmelja na CBCVd in HLVd okužbo v vzorcih nabranih  
10.7.2013. 
Figure 16: Figure shows hop samples collected on 10.7.2013 with CBCVd and HLVd detection. 
 
4.3 SEKVENCIRANJE TRANSKRIPTOMA HMELJA 
Reprezentativen, združen vzorec RNA s koncentracijo 1284 ng/µl (priloga C) smo poslali 
na sekvenciranje s platformo Illumina HiSeq2000/2500 v sekvenčni center v Vidmu (Istituto 
di Genomica Applicata, Udine, Italija). Surove podatke sekvenciranja smo predložili 
podatkovni zbirki SRA, pod BioProject številko PRJNA342762 in BioSample številko 
SAMN05767836, SRA runs SRR4242068. 
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4.3.1 Analiza kvalitete surovih zaporedij 
 
Pridobljene podatke smo analizirali s pomočjo programa FastQC ver 0.10.1 (Andrews, 
2010). Sliki 17A in 17B prikazujeta kvaliteto posameznih baz v zaporedju. Vsa zaporedja 
so imela oceno kakovosti nad 20, razen pri vzorcu R2 (slika 17B) smo imeli proti koncu 
nekoliko nižjo kakovost.  
 
Slika 17: Osnovna ocena kakovosti razdruženih in surovih zaporedij. Rdeča črta predstavlja srednjo vrednost 
(mediana), rumeni kvadrati predstavljajo kvartila 0,25 in 0,75, repki predstavljajo percentila 10 in 90, medtem 
ko modra črta predstavlja srednjo vrednost ocene kakovosti. (Andrews, 2010). 
Figure 17: Quality score of splitted and cleaned sequences. The red line represents the median value, yellow 
boxes are 25 and 75 percentiles, whiskers are 10 and 90 percentiles and blue line is the mean value. 
(Andrews, 2010). 
 
Z modro je označena teoretična porazdelitev GC vsebnosti v odstotkih, z rdečo pa 
porazdelitev GC vsebnosti v odstotkih naših zaporedij (sliki 18A in 18B). Lepo oblikovana 
normalna porazdelitev nakazuje na to, da med postopkom sekvenciranja ni prišlo do 





Slika 18: Prikaz povprečne vrednosti vsebnosti GC v odstotkih (A (R1): 45 %; B (R2): 46 %) (Andrews, 2010). 
Figure 18: GC distribution over all seqencing in procents (A (R1): 45 %; B (R2): 46 %) (Andrews, 2010). 
  
A – R1 B – R2 
A – R1 B – R2 
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Sliki 19A in 19B prikazujeta povprečno vrednost kvalitete (Phred quality score - PQS) 
(Phred score, 09.09.2016, http://www.phrap.com/phred/). V obeh naših primerih smo imeli 
povprečno vrednost PQS pri 38, kar nakazuje, da je možnost napake skoraj 1 proti 10.000 





Slika 19: Sliki A in B prikazujeta porazdelitev povprečne kakovosti rezultatov med vsemi zaporedji (angl. 
quality scores distribution over all sequences), možnost napake je manj kot 0,01 % (Andrews, 2010). 
Figure 19: Both figures show quality scores distribution over all sequences with Phred, error is less than 0,01 
% (Andrews, 2010). 
 
4.3.2 Bioinformatska obdelava pridobljenih zaporedij 
 
Po odstranitvi adapterjev, prekratkih zaporedij ter nekakovostnih in nejasnih regij smo dobili 
skupaj 343.559.950 zaporedij, kar predstavlja 98,7 % vseh surovih zaporedij. Od tega je bilo 
339.494.248 v parih in 4,065,702 enojnih zaporedij. Ta zaporedja s povprečno dolžino 97,2 
bp so bila uporabljena v nadaljnji analizi.  
 
De-novo sestavljanje transkriptoma je privedlo do 150.443 sosesk, kar je predstavljalo 74 
MB bp celotne velikosti transkriptoma. Število zaporedij, ki so bila dolga ≥ 200bp, je bilo 
92.464. Osnovna statistika transkriptoma je podana v preglednici 6, razporeditev 
nukleotidov v transkriptomu pa je predstavljana v preglednici 7.  
 
Preglednica 6: Pregled osnovne statistike sestavljenega hmeljnega transkriptoma. 
Table 6: Basis hop transcriptome assembly statistic. 
 Vsota Povprečna dolžina Število baz 
Odčitek 343.559.950 97,22 33.402.237.026 
Ujemajoči odčitki 295.962.373 97,25 28.783.007.635 
Ne ujemajoči odčitki 47.597.577 97,05 4.619.229.391 
Soseske 150.443 493 74.308.957 
Parni odčitki 245.947.392   
 
  
A – R1 
B – R2 
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Preglednica 7: Število in porazdelitev nukleotidov v transkriptomu. 
Table 7: Number and distribution of nucleotides in transcritome. 
Nukleotid Vsota Odstotek 
Adenine (A) 22,435,169 30.2% 
Gvanin (G) 14,516,363 19.5% 
Citozin (C) 14,348,141 19.5% 
Uracil (U) 22,405,787 30.2% 
N-ti nukleotid 603,497 0.8% 
 
Vrednosti parametrov o soseskah skupaj z ogrodnimi regijami (angl. scaffold) so prikazane 
v preglednici 8. Iz podatkov je razvidno, da je najkrajša soseska dolga 28 bp, najdaljša 
23.284 bp, povprečna dolžina pa je bila 494 bp. Vrednost N50 je bila 984 bp in N75 296 bp.  
 
Preglednica 8: Podatki o soseskah z ogrodnimi (scaffold) regijami. 







V primerjavi s preglednico 8 so v preglednici 9 zajeti podatki brez upoštevanja ogrodnih 
regij. Povprečna dolžina je 452 bp (prej 494 bp), vrednost N50 je nižja, zanimivo pa je, da 
je vrednost najdaljše soseske enaka vrednosti, ki upošteva tudi ogrodne regije, tj. 23.284 bp. 
 
Preglednica 9: Podatki o soseskah brez ogrodnih (scaffold) regij. 






4.3.3 Anotacija transkriptoma 
 
Anotacija transkriptoma hmelja je potekala s pomočjo javno dostopnih podatkovnih zbirk in 
primerjanjem z BLASTx in BLASTn algoritmoma. Za iskanje smo uporabili dve nepresežni 
podatkovni zbirki, dostopni preko NCBI – nr (proteinska) in nt (nukleotidna), ter Swiss-Prot 
proteinsko podatkovno zbirko in Ortologne skupine eukariontskih proteinov (angl. 
Eukaryotic Orthologous Groups of proteins (KOG)). BLASTx poizvedba (angl. query) z 
NCBI nr podatkovno bazo je pokazala, da 106.798 zaporedij (71 %) ni imelo nobenega 
proteinskega zadetka. Povprečna dolžina zaporedja v skupini brez zadetka je bila 284 bp, pri 
čemer je bila vrednost drugega kvartila 206 bp. Ostalih 43.465 zaporedij z BLAST zadetki 




Povprečna dolžina 494 




Povprečna dolžina 452 
Vsota 162.889 
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drugega kvartila (512 bp). Podobni rezultati so bili tudi s podatkovnima zbirkama Swiss-
Prot in KOG (preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Število anotiranih transkriptov z različnimi podatkovnimi zbirkami. 
Table 10: Number annotated transcripts in different datasets. 
 Anotirani transkripti 
Podatkovna zbirka / BLAST 
algoritm 
število odstotek 
NCBI nt / BLASTn 62,342 41.44% 
NCBI nr / BLASTx 43,645 29.01% 
SWISS-Prot / BLASTx 33,492 22.26% 
KOG / BLASTx 41,271 27.43% 
Vsa unikatna anotirana zaporedja 82,482 54.83% 
 
4.4 REZULTATI ISKANJA TARČ S POMOČJO ORODJA psRNATarget IN sRNA 
WORKBENCH 
Za iskanje tarč smo uporabili orodji sRNA Workbench in psRNATarget (poglavje 3.9). 
Slednja je našla veliko več morebitnih tarč kot prva. V preglednici 11 so zapisani podatki o 
številu tarč za CBCVd in HLVd.  
 
Kot je bilo omenjeno že v poglavju 3.9, smo pri programu psRNATarget zaostrili pogoj 
‘pričakovana vrednost’ na 3. Število tarč v primeru CBCVd je bilo 1.387,pri HLVd pa 1.062 
(preglednica 11). Orodji sta se močno razlikovali po številu najdenih tarč, saj jih je 
psRNATarget našel trikrat več kot UEA sRNA. Poleg tega smo polovico tarč, ki smo jih 
določili z UEA sRNA, določili tudi s psRNATarget. Samo majhno število tarč je bilo skupno 
obema (teh je bilo 81; priloga H, slika A). Pričakovano smo s krajšimi vd-sRNA (21 bp) 
določili večje število tarč kot z 22 in 24 bp. V prilogi H je tudi prikaz števila identičnih tarč 
med različno dolgimi vd-sRNA za HLVd in CBCVd (slika B in C). Vsem tarčam smo, prav 
tako kot transkriptomu, nato pripisali funkcijo s pomočjo Blast2GO orodja (Gotz in sod., 
2011) (poglavje 3.8). 
 
Preglednica 11: Število vseh, vsota in število enakih tarč pri posameznem orodju. 
Table 11: Number of all, sum and number of the same targets. 
CBCVd sRNA Workbench psRNATarget skupaj enake tarče 
21 bp 383 1175 1558 211 
22 bp 205 1036 1241 119 
24 bp 58 770 828 34 
HLVd     
21 bp 318 874 1192 174 
22 bp 137 773 910 84 
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Preglednica 12: Seštevek vseh malih viroidnih tarč brez duplikatov. 
Table 12: Sum of all vd-sRNA without duplicates. 





4.5 BUSCO ANALIZA 
BUSCO analiza je bila primerjana z 956-imi skupinami ortolognih proteinov. Primerjava je 
pokazala, da naš transkriptom izkazuje 78 % popolnost, pri čemer smo upoštevali tako 
BUSCO ponovitve (angl. duplicated BUSCOs) (194) in BUSCO proteine, prisotne v eni 
kopiji (angl. single-copy BUSCOs) (553). V kolikor prištejemo tema dvema vrednostma še 
razdrobljene BUSCO zadetke (angl. fragmented BUSCOs) (106) je odstotek popolnosti 
transkriptoma še višji (89 %). 
 
4.6 Blast2GO ANOTACIJA  
S pomočjo orodja Blast2GO (Gotz in sod., 2011) smo zaporedjem transkriptoma (T) 
(150.443 sosesk) (poglavje 4.3.2), tarč CBCVd (C) (1.387 sosesk) in tarč HLVd (H) (1.062 
sosesk) (poglavje 4.4) določili njihovo vlogo in genetsko ontologijo. 
 
4.6.1 Koraki analize 
 
Iz rezultatov primerjanja med rezultati anotacije celega transkriptoma in tarčami CBCVd in 
HLVd vidimo podobnost med posameznimi koraki analize Blast2GO za tarče CBCVd in 
HLVd. Koraki InterProScan, BLAST in mapiranje (angl. mapping) so anotirali nad 60 % 
tarč malih RNA obeh viroidov, pri transkriptomu pa je odstotek uspešnih anotacij dosti nižji, 
pod 30 %. 
 
Preglednica 13: Prikaz primerjave uspešnosti anotacije po posameznih korakih Blast2GO programa med 
transkriptomom, CBCVd tarčami in HLVd tarčami . 
Table 13: Annotation success according to different steps of Blast2GO software between whole transcriptome, 
CBCVd targets and HLVd targets. 
 Transkriptom CBCVd tarče HLVd tarče 
 število odstotek število odstotek število odstotek  
Vsa zaporedja 150443 100,00 1387 100,00 1062 100,00 
Z Blast rezultati 43645 29,01 951 68,56 738 69,49 
Z mapiranjem 41050 27,29 919 66,26 708 66,67 
Z anotacijo 32063 21,31 753 54,29 573 53,95 
Z InterProScan 41023 27,27 863 62,22 679 63,94 
 
Slike 20, 21 in 22 prikazujejo termine GO za 20 najbolj zastopanih bioloških procesov, molekularnih funkcij in celičnih komponent (razred 
2). Pri bioloških procesih opazimo tri GO termine, ki nekoliko izstopajo od ostalih. To so ‘celični proces’, ‘presnovni proces’ in ‘eno 
organizemski proces’. Poleg tega so pri vseh treh obravnavanjih (transkriptom, CBCVd in HLVd) podobne vrednosti. Odstotek ostalih 
vrednosti bi lahko razdelili v dve skupini. Prva skupina je tista, kjer je število zaporedij tako nizko, da njihov odstotek ne presega 1 %, in 
druga, v katero spadajo procesi, ki so v območju 1 % do 7 %.  
 
 
Slika 20: Grafikon prikazuje porazdelitev GO frekvenc anotacij za 20 najbolj zastopanih bioloških procesov (razred 2). 
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Slika 21 prikazuje termine GO za molekularno funkcijo in je zanimiva, ker močno izstopata le dva GO termina. To sta ‘vezava’ in ‘katalitična 
aktivnost’, tretja, ‘aktivnost transporterja’, ima veliko nižji odstotek. Tudi tu pri obravnavanjih ni razlik. Ostali termini se gibljejo od 0,0024 
% do 2 %. 
 
 
Slika 21: Grafikon prikazuje porazdelitev GO frekvenc anotacij za 20 najbolj zastopanih molekularnih funkcij (razred 2). 

































































































Sliko 22 (termine GO - razred 2) bi lahko razdelili v tri skupine. V prvo skupino lahko uvrstimo tiste GO termine, ki so zastopane v  
21 % ali več. Te so ‘celica’, ‘celični del’, ‘membrana’ in ‘organeli’. V naslednjo skupino bi lahko uvrstili komponente v območju med 5 % in 
10 %, sem spadajo ‘membranski del’, ‘makromolekularni kompleks’ in ‘organelni del’. V tretjo skupino, pa spadajo vse ostale, torej od 0,02 
% do 1,81 %. 
 
 
Slika 22: Grafikon prikazuje porazdelitev GO frekvenc anotacij za 20 najbolj zastopanih celičnih komponent (razred 2). 
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4.7 IZBIRA TARČ ZA EKSPERIMENT RT-qPCR  
Celokupno RNA smo izolirali iz različnih tkiv hmelja. To smo storili s pomočjo 
komercialnega Spectrum Total Plant RNA Extraction Kit, ki se je že prej uspešno uporabljal 
tudi pri izolaciji RNA iz oljčnih plodov (Rešetič, 2013). Iz izolirane RNA smo s pomočjo 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit sintetizirali cDNA, ki je bila zatem 
uporabljena v analizi s PCR v realnem času. Izbrali smo štiri sete tarč. Dolžine amplikonov 
so bile 90 bp, razen pri tarčah 5134 (65 bp), 22779 (75 bp) in 2112 (63 bp) (preglednici 16 
in 17). Dodatne informacije o posameznih tarčah so predstavljene v prilogah od D do G. 
Skupnih tarč med CBCVd+HLVd in HLVd nismo analizirali v nalogi. V prilogi K so 
predstavljeni slovenski in angleški izrazi za imena genov. 
 
Prvi set je zajemal tarče, ki so ustrezale hormonskim potem obrambnih mehanizmov rastline 
(giberelini, jasmonati, etilen in salicilna kislina) in so bile določene iz množice tarč iz priloge 
B. Poleg teh izbranih tarč v preglednici smo uporabili tudi pet genov iz družine proteinov, 
ki so povezani s patogenezo (angl. pathogenesis related proteins - PR) (preglednici 2 in 20). 
 
Preglednica 14: Pregled HLVd tarč prvega seta uporabljenih pri analizi RT-qPCR. 





Protein (gen) Začetna oligonukleotida  
Dolžina 
amplikona 











Preglednica 15: Pregled CBCVd tarč prvega seta uporabljenih pri analizi RT-qPCR. 



























Drugi set je zajemal tarče, ki sodelujejo pri biogenezi malih RNA. Sem spadajo HLVd in 
CBCVd tarče, ki so bile najdene ‘ročno’ po rezultatih Blast2GO. Iskali smo z naslednjimi 
iskalnimi besedami: ‘DICER’, ‘RNA-dependent’, ‘small RNA’, ‘argonaut’, ‘sde3’, 
‘siRNA’, ‘RNA interference’ in ‘miRNA’. Pri HLVd in CBCVd smo določili tri take tarče. 
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Preglednica 16: Pregled HLVd drugega seta uporabljenih tarč pri analizi RT-qPCR. 















od RNA odvisna RNA 











Preglednica 17: Pregled CBCVd drugega seta uporabljenih tarč pri analizi RT-qPCR. 





















































Tretji set tarč je zajemal le CBCVd tarče, ki smo jih dobili z analizo zastopanosti malih 
viroidnih RNA na zaporedju CBCVd viroida (slika 23). Višji kot je graf, več vd-sRNA se je 
kartiralo na tisto mesto. To analizo smo naredili s pomočjo SAM orodja (Li in sod., 2009). 
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Slika 23: Pokritost malih viroidnih RNA v genomski RNA viroida CBCVd. 
Figure 23: Coverage of vd-sRNA in CBCVd viroid's genomic RNA. 
 
 
Preglednica 18: Pregled tretjega seta CBCVd tarč (FOR 126-147) uporabljenih pri analizi qPCR. 






Protein (gen) Začetni oligonukleotidi 
Dolžina 
amplikona 
29806 FOR 126-147 
z nizkimi temperaturami 
reguliran 413 plazmatski 





44350 FOR 126-147 





24740 FOR 126-147 





2501 FOR 126-147 





1016 FOR 126-147 





7166 REV 157-180 
protein 5 z acil-CoA 




7466 REV 157-180 





8499 REV 157-180 
kazein kinazi 1 podobni 




11357 REV 157-180 
povezovalni faktor večih 








71362 REV 157-180 






Pri zadnjem, četrtem setu tarč smo se osredotočili na tarče, ki so imele v orodju 
psRNATarget najnižjo vrednost ‘pričakovana vrednost’ (angl. expectation score). Vrednost 
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Preglednica 19: Pregled četrtega seta tarč iz CBCVd in HLVd, uporabljenih pri analizi qPCR. 




















podenota 4 splicing 













Preglednica 20: Zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki pomnožujejo s patogenezo povezane proteine pri 
hmelju. 
Table 20: Primer sequences for amplification of hop genes of pathogenesis related (PR) proteins. 

















Za referenčne gene smo izbrali DRH1 (angl. DEAD box RNA helicase), TIP41 (angl. TIP41-
like family protein) in YLS8 (angl. Yellow leaf specific protein 8) (poglavje 3.17, 
preglednica 4). 
 
4.8 REZULTATI KVANTIFIKACIJE IZBRANIH TARČ  
Morebitne tarče za CBCVd in HLVd male RNA smo analizirali na CBCVd+HLVd (C+H) 
in HLVd (H) okuženih rastlinah ter nato rezultate primerjali z brezviroidnimi rastlinami 
(BVV). Izražanje smo spremljali v listih, cvetovih in storžkih. Analizo podatkov smo 
opravili s pomočjo delta Cq metode (ΔΔCq). Rezultate smo normalizirali s pomočjo izbranih 
referenčnih genov (preglednica 4). Za mejo spremembe izražanja smo si izbrali vrednost 
±1,4X v primerjavi z BVV, kar na skali log2 predstavlja vrednost 0,49. Rezultati qPCR so 
predstavljeni na straneh od 62 do 75. SEM vrednost je standardna napaka povprečja. 
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4.8.1 Prvi set tarč – metabolizem rastlinskih hormonov 
 
Rezultate smo pri prvem setu razdelili v dve skupini – na HLVd tarče in CBCVd tarče. 
Izbrali smo dve HLVd tarči (slika 24). Najnižjo izražanje v primerjavi z brezviroidnimi 
rastlinami smo določili pri soseski 316 (linoleat 13S-lipoksigenaza - LOX). Tu je ekspresija 
v vseh tkivih in pri obeh obravnavanih rastlinah (C in C+H) znižana. Najnižja je v listih pri 
CBCVd+HLVd okuženi rastlini, kjer je v primerjavi z BVV rastlinami 5X nižje izražanje. 
V cvetovih in storžkih se znižano izražanje v primerjavi z BVV giblje med 2,4X in 1,7X.  
 
Druga tarča je bila soseska 30192 (fosfolipaza A1- PLA1). Tu smo opazili povečano 
izražanje v listih z viroidi okuženih rastlin in znižano v cvetovih ter storžkih. V listih je 
izražanje pri CBCVd+HLVd rastlini višje kot pri HLVd. Izražanje pri C+H rastlini je bilo 
tako glede na BVV 1,9X višje. V cvetovih in storžkih znižanje izražanja v primerjavi z BVV 




Slika 24: Slikovni prikaz podatkov pri prvem setu tarč za HLVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 24: Graphs shows HLVd targets of first set with SEM value. 
 
V tej skupini genov smo določili tudi tri CBCVd tarče (slika 25). Prva tarča je bila soseska 
24780 (jasmonska kislina-amino kislina sintetaza - JAR1). Izražanje pri tej tarči je kazalo 
trend znižanja v listih, ki se je približalo mejni vrednosti 1,4X pri CBCVd+HLVd rastlinah 
(1,4X) z enakim trendom, vendar pod zastavljeno mejo pri HLVd rastlinah (1,3X). V 
cvetovih in storžkih smo opazili trend povišanega izražanja, vendar nižje od postavljene 
mejne vrednosti.  
 
Druga tarča je bila soseska 7472 (1-aminociklopropan-1-karboksilat oksidaza- ACO), kjer 
pri CBCVd+HLVd rastlinah nismo opazili trenda pričakovanega znižanja izražanja. Pri teh 
rastlinah smo opazili povišano izražanje nad postavljeno mejno vrednostjo 1,4X pri storžkih 
(1,7X). Trend povišanega izražanja je bil prisoten tudi pri HLVd vzorcu malo pod mejno 
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predpostavljenim modelom delovanja vd-sRNA (1,6X). V cvetovih obeh z viroidom 
okuženih rastlinah je bilo izražanje primerljivo z BVV rastlinami.  
 
Tretja, zadnja tarča pri prvem sklopu je bila soseska 51543 (giberelin2-oksidaza- GA2ox). 
Pri tej tarči smo opazili tako močno znižano kot tudi povišano izražanje v obeh skupinah 
rastlin in različnih tkivih. Izrazito povišanje izražanja smo imeli v listih in znižano v cvetovih 
HLVd rastlin (3,8X in -12X), prav tako so tudi storžki kazali znižano ekspresijo od mejne 
vrednosti glede na BVV rastline (1,5X). Pri CBCVd+HLVd ekspresija ni bila tako izrazita, 
vseeno pa smo opazili podoben trend kot pri HLVd. V listu je bila ekspresija povišana (1,8X) 






Slika 25: Slikovni prikaz podatkov pri prvem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
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4.8.2 Drugi set tarč - biogeneza malih RNA 
 
Pri sklopu biogeneze malih RNA smo izbrali 10 tarč. Tri gene smo določili pri HLVd in 
sedem pri CBCVd vd-sRNA. 
 
4.8.2.1 HLVd tarče 
 
Prve tri tarče so prikazane na sliki 26. Vse tri tarče - 5134 (homolog endoribonukleaza dicer 
4- DCL4), 22779 (od RNA odvisna RNA polimeraza 2- RDR2) in 20466 (2'-O-
metiltransferaza malih RNA- HEN1) so imele zelo podoben trend izražanja. Vse tri tarče so 
imele povišano izražanje le v listih nad mejno vrednostjo (>1.4X) in stabilno izražanje v 







Slika 26: Slikovni prikaz podatkov pri drugem setu tarč za HLVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
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4.8.2.2 CBCVd tarče 
 
V tej skupini smo analizirali sedem tarč. Prvi dve tarči te skupine sta predstavljeni na sliki 
27; to sta soseski 4643 (homolog endoribonukleaza dicer 3a - DCL3a) in 2112 (homolog 
endoribonukleaza dicer 1 – DCL1), katerih izražanje je bilo v primerjavi z BVV rastlinami 
zelo primerljivo. Le pri tarči DCL1 je povišano izražanje v storžkih doseglo mejno vrednost 




Slika 27: Slikovni prikaz podatkov pri drugem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 27: Graphs shows CBCVd targets of second set with SEM value. 
 
Na sliki 28 je predstavljenih preostalih pet tarč v tem sklopu. Prva tarča je bila kandidatna 
RNA helikaza - SDE3 (soseska 27196), preostale štiri pa spadajo v družino argonautov, ki 
so sestavni del RISC kompleksa (protein argonavt 1 - AGO1, protein argonavt 2 - AGO2 
(a), protein argonavt 2 - AGO2 (b) in protein argonavt 7 - AGO7). Kljub temu, da gre za 
CBCVd tarče, smo zaznali visoko stopnjo znižanega izražanja pri HLVd rastlinah v 
cvetovih. Pri AGO2 (b) je bila ta kar 19,6X, medtem ko so CBCVd rastline kazale v večini 
primerov primerljivo izražanje z BVV rastlinami v cvetovih in storžkih. Pri tem smo v listih 
CBCVd rastlin zaznali povišano izražanje pri AGO1 (1,4X), AGO2 (a) (2,3X) in trend 
znižanega izražanja pri AG02 (b) (-2,4X) ter SDE3 (-2,0X). V nobenem od treh analiziranih 
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Slika 28: Slikovni prikaz podatkov pri drugem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
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4.8.3 Tretji set tarč - geni s podobnostjo z CBCVd-sRNA, ki izvirajo iz območij visoke 
pokritosti 
 
Pri tretjem setu smo določili 11 CBCVd tarč, ki so prikazane na straneh od 68 do 71. Poiskali 
smo tarče, ki se nahajajo na zaporedju CBCVd na mestih FOR 126-147 bp in REV 157-180 
bp (sliki 29 in 30). Na mestih FOR 126-147 smo določili pet tarč, na mestih med REV 157-
180 pa šest (sliki 31 in 32). Za te vd-sRNA smo predvidevali, da bi lahko imele povišano 
celično koncentracijo. 
 
Tarči 29806 (z nizkimi temperaturami reguliran 413 plazmatski membranski protein 2 - 
COR413PM2) in 24740 (povezovalni protein mesta razvejitve - glysoja_014528) sta imeli 
zelo podoben trend izražanja, ki je bil primerljiv z BVV rastlinami (izražanje ni preseglo 




Slika 29: Slikovni prikaz podatkov pri tretjem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 29: Graphs shows CBCVd targets of third set with SEM value. 
 
Naslednje tri predstavljene tarče so 44350 (GATA transkripcijski faktor - GATA), 2501 
(RNA vezavni protein 38 - L484_019636) in 1016 (veriga beta tubulin 8 - TUBB8) (slika 
30). 
 
Soseska 44350 (GATA) je imela pri CBCVd+HLVd listih in storžkih pričakovano znižano 
izražanje, ki je pri obeh presegalo mejo 1,4X. V listih (C+H) je bila 1,6X, v storžkih (C+H) 
pa 2,7X. Rastlina, okužena s HLVd je imela v listih povišano izražanje (1,6X), v storžkih pa 
je bilo izražanje znižano malo pod zastavljeno mejo. V cvetovih je bilo izražanje podobno 
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Tarča 2501 (L484_019636) je kazala trend znižanega izražanja v vseh tkivih in 
obravnavanih rastlinah, razen pri HLVd storžku. Nad zastavljeno mejo 1,4X je bilo znižano 
izražanje v listih in storžkih (C+H). To je bilo v primerjavi z BVV 1,5X in 2,7X. 
 
Tarča 1016 (TUBB8) je imela v CBCVd+HLVd in HLVd storžkih trend znižane ekspresije, 
vendar je samo pri HLVd vzorcu presegla postavljeno mejo 1,4X. V HLVd listih in storžkih 
je bilo izražanje primerljivo z BVV, v CBCVd+HLVd vzorcu lista pa znižano pod 






Slika 30: Slikovni prikaz podatkov pri tretjem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 30: Graphs shows CBCVd targets of third set with SEM value. 
 
Soseska 7166 (protein 5 z acil-CoA vezavno domeno - ACBD5) je kazala trend znižanja pri 
CBCVd rastlinah, vendar je bila postavljena meja 1,4X presežena sami v cvetovih in storžkih 
(v obeh tkivih 1,5X) (slika 31). V listih HLVd rastlin je bilo povišano izražanje (1,6X), 
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Naslednja tarča je bila soseska 7466 (kloroplastni citokrom P450 - CYP97B2). Tu smo v 
vseh tkivih obeh viroidnih skupin rastlin opazili trend zmanjšanega izražanja, razen v 
cvetovih CBCVd rastlin, kjer je bilo izražanje nespremenjeno glede na BVV. Preko 
postavljene meje 1,4X sta prišla samo HLVd in CBCVd+HLVd lista  
(H: -1,41X in C+H: -1,8X) (slika 31). 
 
Tarča 8499 (kazein kinazi 1 podoben protein HD16 - HD16) je sicer kazala trend znižanega 
izražanja pri obeh skupinah rastlin, vendar v nobenem tkivu ni presegla postavljene meje in 
je bila v rangu od 1,1X do 1,4X. Tako lahko rečemo, da je bilo izražanje pri tej tarči stabilno 
oz. primerljivo z BVV (slika 31). 
 
Soseska 20309 (domnevni poliprotein - Ppol) je imela v listih obeh skupin rastlin povišano 
izražanje, ki je v obeh primerih (C+H in H) presegla mejo 1,4X (H: 1,5X in C+H: 1,7X). V 
cvetovih obeh skupin rastlin je bilo izražanje znižano, vendar pod postavljeno mejo. Pri 
HLVd storžkih je bilo izražanje znižano pod mejo (-1,6X), pri CBCVd+HLVd storžkih pa 




Slika 31: Slikovni prikaz podatkov pri tretjem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
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Tarča 11357 (povezovalni faktor več proteinov 1c - MBF1c) je kazala povečano izražanje v 
CBCVd+HLVd listih, kar je bilo v nasprotju z našo hipotezo. Tu je ekspresija v primerjavi 
z BVV kar za 3,2X višja. V vseh ostalih tkivih in obravnavanih rastlinah pa je bilo izražanje 
pod postavljeno mejo 1,4X (slika 32). 
 
Zadnja tarča pri tretjem sklopu je bila soseska 71362 (nedoločen protein - UP2). Tarča je 
imela v prav vseh tkivih trend povišanega izražanja. HLVd list (2,3X), CBCVd+HLVd cvet 
(3,6X) in HLVd storžek (1,8X) so vsi presegli prag 1,4X, CBCVd+HLVd list in storžek pa 
sta imela vrednost pod tem pragom (slika 32).  
 
  
Slika 32: Slikovni prikaz podatkov pri tretjem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 32: Graphs shows CBCVd targets of third set with SEM value. 
 
4.8.4 Četrti set tarč - Geni z visoko podobnostjo z vd-sRNA 
 
Četrti set tarč je bil izbran na podlagi ujemanj med tarčo in vd-sRNA z najvišjo identičnostjo. 
Tri tarče so imele podobnost s CBCVd in ena s HLVd pridobljeno malo RNA. Pri prav vseh 
štirih tarčah je imel vzorec HLVd cvet močno znižano izražanje (slika 33). 
 
Prva tarča, soseska 18517 (nedoločen protein - UP3, CBCVd tarča) je v vzorcu listov obeh 
skupin rastlin (HLVd in CBCVd+HLVd) imela identično povišano izražanje. Pri obeh je 
bilo to 1,5X, kar je bilo tik nad postavljeno mejo. Izražanje v storžkih obeh skupin rastlin je 
bilo znižano; pri HLVd 1,7X in pri CBCVd+HLVd 1,5X. Pri tej tarči je najbolj izstopal 
vzorec HLVd cvet, kjer je bilo izražanje za kar 5,7X nižje kot pri BVV, nasprotno pa vzorec 
cveta rastline CBCVd+HLVd ni kazal spremenjenega izražanja v primerjavi z BVV. 
 
Naslednja tarča je bila soseska 21090 (podenota sigma AP3 kompleksa- AP3, CBCVd tarča), 
ki je prav tako kazala očitno znižanje izražanja v HLVd cvetu. Tu je bila nekoliko nižja  
(-2,7X) kot pri prejšnjem primeru UP3 (-5,7X), vendar še vedno močno pod zastavljeno 
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BVV. V listih obeh skupin rastlin je izražanje kazalo nižji trend (H: -1,1X in 
CBCVd+HLVd: -1,3X), a še vedno pod zastavljeno mejo 1,4X. Storžki pa so pri tej tarči 
kazali najbolj stabilno izražanje in tudi niso presegli zastavljenega praga 1,4X. Vzorec 
HLVd storžek je kazal trend povišanega izražanja (1,1X), medtem ko je imel vzorec 
CBCVd+HLVd trend znižanega izražanja (-1,1X). 
 
Naslednja tarča je bil transkript 24148 (podenota 4 splicing faktorja 3B - SF3B, tarča 
CBCVd). Listi obeh skupin rastlin so kazali trend povišanega izražanja, vendar sta bili 
vrednosti pod zastavljeno mejo (H: 1,2X, CBCVd+HLVd: 1,3X). Vzorci storžkov obeh 
skupin rastlin so kazali trend znižanega izražanja, ki je bilo enako kot v listih močno nad 
zastavljeno pražnjo vrednostjo (H: 1,1X in CBCVd+HLVd: 1,1X). 
 
Zadnja je bila HLVd tarča, soseska 10708 (protein podoben proteinu trihomov za 
dvolomnost svetlobe - TBL24). Kot pri vseh tarčah je tudi ta imela zelo močno znižano 
izražanje v HLVd cvetovih (-5,1X), vzorec cvetov CBCVd+HLVd rastlin pa spet ni kazal 
bistvenega odstopanja od BVV (1,2X). V storžkih obeh skupin rastlin je bila ekspresija 
znižana, vendar samo pri CBCVd+HLVd rastlinah pod postavljenim pragom  
(C+H: -1,5X), pri HLVd pa ga ni presegla (-1,2X). Izražanje v listih je bilo različno glede 
na okuženost rastline; v CBCVd+HLVd je bilo znižano (-1,3X), v HLVd pa povišano (1,1X), 
vendar nikjer ni preseglo pražnje vrednosti. 
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Slika 33: Slikovni prikaz podatkov pri četrtem setu tarč za CBCVd izbrane tarče s prikazano SEM vrednostjo. 
Figure 33: Graphs shows CBCVd targets of fourth set with SEM value. 
 
4.8.5 GENI PROTEINOV POVEZANI S PATOGENEZO (PR) 
 
Poleg vseh tarč, predstavljenih v zgornjih preglednicah in slikah, smo s pomočjo RT-qPCR 
analizirali tudi izražanje petih PR genov. Rezultati so predstavljeni na sliki 34. 
 
Skupno vsem petim genom je to, da imajo izražanje znatno povišano v listih obeh skupin 
rastlin, medtem ko v ostalih tkivih trend povišanja ni izrazit oz. je ponekod prisotno nižje 
izražanje. 
 
Prvi PR gen je bil PR-1, ki je imel v listih močno povišano izražanje (H: 28,6X in C+H: 
10,5X). Pri HLVd rastlini je bila ekspresija najvišja med vsemi PR geni. Cvetovi so kazali 
zelo stabilno izražanje, pod mejo 1,4X, v storžkih pa je izražanje zopet nekoliko povišano, 
vendar nižje kot pri listih. Tu je bila za HLVd vrednost 2,8X in za CBCVd+HLVd 1,7X 
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Naslednji je bil gen PR-2. Tu je bila ekspresija v listih povišana podobno kot pri PR1, vendar 
nekoliko nižja (H: 6,7X in C+H: 7,2X). V ostalih tkivih je bilo izražanje pri HLVd rastlinah 
stabilno (primerljivo z BVV), pri rastlinah CBCVd+HLVd pa je bil opažen celo trend 
znižanega izražanja, pod pražnjo vrednostjo (cvet: -1,5X, storžek: -1,6X). 
 
Tretji PR gen, PR-5 je imel v listih obeh skupin rastlin hmelja zelo močno izražanje v 
primerjavi z BVV (H: 7,6X in C+H: 8,2X), v cvetovih in storžkih pa je bilo izražanje 
primerljivo z BVV (v območju od -1,2X do 1,1X). 
 
Gen PR-3-ekst je imel v listih zopet povišano izražanje, vendar nižje kot pri ostalih PR genih 
(H: 2,1X, C+H: 1,7X). Vzorec CBCVd+HLVd cvet je imel povišano izražanje nad pragom 
(1,5X), medtem ko je imel HLVd znižano izražanje (-1,7X). V storžku je bila ekspresija 
primerljiva z BVV pod mejo 1,4X. 
 
Zadnji PR gen, PR-3-vak, je imel tako kot vsi prejšnji povišano izražanje v listih (H: 6,7X 
in C+H: 5,5X). V cvetovih in storžkih HLVd rastlin je bilo izražanje primerljivo z BVV in 
pod pragom 1,4X (cvet: H: 1,1X in storžek: H: 1,3X), medtem ko je bilo izražanje pri 
rastlinah CBCVd+HLVd nekoliko nad mejno vrednostjo 1,4X (cvet: C+H: 1,6X, storžek: 
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Slika 34: Slikovni prikaz podatkov za PR gene z upoštevajočo SEM vrednostjo. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je dvodomna rastlina, ki jo okužujejo štirje viroidi. Nekatere 
rastline, pri katerih se ne pojavijo simptomi, lahko služijo kot rezervoar za okužbo 
agronomsko pomembnih rastlin. Tak primer je viroid HSVd, ki na vinski trti ne povzroča 
simptomov, na hmelju pa (Kawaguchi-Ito in sod., 2009). Spet druge rastline se okužijo preko 
nerazkužene kmetijske mehanizacije (Radišek in sod., 2012). Vprašanje, ki smo ga 
izpostavili že v uvodu za rastlino hmelja (Humulus lupulus L.), je bilo: kako lahko viroid kot 
najmanjši rastlinski patogen po okužbi rastline, v našem primeru hmelja, povzroči tako 
drastične spremembe bolezenskega fenotipa. 
 
CBCVd (viroid razpokanosti skorje agrumov) je trenutno četrti viroid, ki okužuje rastlino 
hmelja, poleg tega viroida pa rastlino okužujejo tudi HLVd, HSVd in AFCVd. Slednji je 
prisoten le v nasadih na Japonskem. Bolezenski simptomi so v primerjavi s CBCVd, HSVd 
(Sasaki in Shikata, 1977) in AFCVd (Sano in sod., 2004) najbolj izraziti in uničujoči pri 
CBCVd-ju. Vsi hmeljni viroidi spadajo v družino Pospiviroidae, za katero je značilno 
razmnoževanje v jedru. Jedro je sekundarna paličasta struktura, kjer se izmenično menjata 
območji z dvovijačnico ter enovijačne zanke. Predstavniki družine imajo definiranih več 
območji – centralno, patogeno, variabilno, terminalno desno in terminalno levo (Parisi in 
sod., 2010). CBCVd, tako kot tudi latentni hmeljev viroid (HLVd), spada v rod Cocadviroid, 
čeprav so se pojavili dvomi o pravilni rodovni razvrstitvi. Semancik in Vidalakis (2005) sta 
predlagala, da bi ju uvrstili v rod Pospiviroid. 
 
Viroid CBCVd uvrščamo v citrus viroid (CVd) skupino, ki je znana po povzročitvi dveh 
zelo pomembnih bolezni – eksokortis (angl. exocortis) in kaheksija (angl. cachexia), njihove 
kombinacije pa povzročajo tudi številne druge bolezni (Kunta in sod., 2007). Zaradi 
karakterističnih simptomov (pokanje plezalnih vitic), ki jih povzroča CBCVd, so viroid 
preimenovali iz CVd-IV v CBCVd (Vernière in sod., 2004). Zanimivo je, da viroid povzroča 
tudi pokanje trte pri hmelju.  
 
Skupina citrus viroidov pa ima tudi pozitivno lastnost, ki jo s pridom uporabljajo pri 
proizvodnji agrumov v vrtnarijah. Rastline so namreč zaradi prisotnosti viroida manjše, kar 
omogoča višjo gostoto nasada, vendar ne zmanjša samega pridelka. To prakso uporabljajo v 
Izraelu, Avstraliji in Kaliforniji (Bar-Joseph, 1993). Take agronomske prakse zagotovo 
zahtevajo novo preučitev in definicijo.  
 
V letu 2007 so v slovenskih hmeljnih nasadih opazili prve rastline, ki so imele zelo hude 
znake okužbe. Sprva se je domnevalo, da je povzročitelj HSVd (Radišek in sod., 2012), 
vendar se je s pomočjo sekvenciranja malih RNA ugotovilo, da je povzročitelj bolezni viroid 
iz rodu Cocadviroid – viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) (Jakše in sod., 2015).  
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Hmeljni latentni viroid (HLVd) je najbolj zastopan viroid v nasadih hmelja na svetu. Število 
okuženih rastlin je odvisno tudi od kultivarja, vendar je raziskava, opravljena v poljskih 
nasadih hmelja, pokazala, da je odstotek okuženih rastlin med 80 % in 90 % (Solarska in 
Grudzińska, 2001). V Sloveniji viroid najdemo v matičnih nasadih in tkivnih kulturah kot 
tudi v pridelovalnih nasadih. Stopnja ponovne infekcije brezviroidnih nasadov je izredno 
hitra (Leskovšek in sod., 2009). Okužene rastline so brez očitnih bolezenskih znakov, storžki 
so nekoliko manjši, rastlina ni tako bujna (Jakše in Radišek, 2005), vendar so s pomočjo 
biokemijskih analiz določili zmanjšan pridelek ter znižano vsebnost alfa-kislin. Vsebnost teh 
kislin je v nekaterih kultivarjih (npr. ʻOsvaldov klonʼ in ʻPremiantʼ) v povprečju tudi do 40 
% nižja kot v neokuženih rastlinah. Zanimivo pa je, da na vsebnost beta-kislin, kot tudi na 
razmerji humulon/kohumolon (angl. humulone/cohumulone) in lupulon/kolupolon (angl. 
lupulone/colupulone) (hmeljeve grenčične kisline), viroid ni imel vpliva (Patzak in sod., 
2001). V raziskavi ga obravnavamo, ker je vsesplošno prisoten v nasadih hmelja in je zelo 
težko najti rastline brez prisotnega HLVd.  
 
Viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) je patogen, ki je bil do sedaj odkrit na Japonskem, v 
Združenih državah Amerike ter leta 2012 tudi v Sloveniji (Radišek in sod., 2012). Sprva smo 
ga v raziskavi obravnavali zato, ker je povzročal podobne simptome kot jih CBCVd, vendar 
smo imeli težavo pri detekciji viroida v slovenskih nasadih. Fragmenti so bili namreč zelo 
šibki, zato nismo mogli zanesljivo določiti prisotnost patogena v rastlini (podatki niso 
prikazani v nalogi). Zanesljivo pa je HSVd prisoten v Sloveniji, saj poleg hmelja okužuje 
tudi druge vrste, kot so kumare, vinsko trto, breskve in druge (Shikata, 1990, Radišek in 
sod., 2012). 
 
Kot je pokazala skupina pod vodstvom Jaroslava Matouška (2003), so lahko bazen 
patogenov tudi pleveli, ki rasejo ob nasadu. V teh rastlinah naj bi se viroid razmnoževal ter 
obstajal v manjših populacijah. Tekom detekcije viroidov v hmelju je tudi naša skupina 
analizirala plevel v okolici nasada, vendar nismo odkrili nobene okužene rastline (podatki v 
nalogi niso prikazani). 
 
Za primerjavo malih viroidnih RNA s transkriptomom smo morali predhodno sekvencirati 
hmeljev transkriptom. Za določevanje nukleotidnega zaporedja transkriptoma smo uporabili 
tehnologijo Illumino. S to tehnologijo so bile sekvencirane različne rastlinske vrste, kot sta 
npr. kokos (Cocos nucifera L.) (Saensuk in sod., 2016) in solata (Liu in sod., 2015). Pridobili 
smo 35 GB surovih podatkov, sam transkriptom pa je bil sestavljen iz 150.443 sosesk. 
Transkriptom je prosto dostopen v SRA arhivu (NCBI) pod BioProject številko 
PRJNA342762, BioSample SAMN05767836, SRA tek SRR4242068. 
 
Kljub vsemu pa današnje molekularne/genetske tehnike omogočajo poglobljeno raziskavo 
za preprečevanje okužbe in iskanje morebitne genetske rezistence. Interakcija med rastlino 
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in viroidom predstavlja imeniten sistem za preučevanje okužbe, nastanka simptomov in 
biologije RNA (Ding in Itaya, 2007; Daròs, 2016). 
 
Kot že zgoraj omenjeno, hmelj v Sloveniji okužujejo viroidi HLVd, CBCVd in HSVd, 
vendar ni bilo do sedaj nič znanega o njihovi skupni infekciji (npr. CBCVd in HLVd). Kljub 
temu pa podatki iz študije Vernière in sod. (2006) nedvoumno nakazujejo, da skupne 
infekcije kažejo kompleksno interakcijo z možnostjo sinergističnih ali antagonističnih 
učinkov. Podobno zgodbo je pričakovati tudi pri hmeljnih rastlinah s CBCVd in HLVd, 
vendar rastlina, ki bi bila okužena le s CBCVd v času izvajanja doktorske naloge, še ni bila 
dostopna. 
 
Določevanje nukleotidnega zaporedja malih RNA je zelo pogosto uporabljena metoda pri 
identifikaciji nepoznanih povzročiteljev bolezni. Začetnik sekvenciranja malih RNA je bil 
Jan Kreuze, ki je skupaj s kolegi (2009) sekvenciral male RNA (sRNA) in jih nato združil v 
nukleotidno zaporedje patogena. Kasneje so postopek uporabile tudi druge raziskovalne 
skupine. Tako je tudi naša skupina leta 2015 sekvencirala in določila zaporedje in prisotnost 
CBCVd viroida v Sloveniji (Jakše in sod., 2015). S pomočjo sekvenciranja malih RNA ali 
pa celokupne RNA je bilo odkrito veliko število novih virusov in viroidov (Jakše in sod., 
2015; Wylie in Jones, 2011; Wylie in sod., 2012a, 2012b; Al Rwahnih in sod., 2009; Bi in 
sod., 2012; Wu in sod., 2012; Kreuze in sod., 2009) kot tudi virusov pri komarjih, insektih 
in celo človeku (Huang in sod., 2013; Ma in sod., 2011; Isakov in sod., 2011).  
 
Sekvenciranje malih RNA in nato združitev kratkih zaporedij v viroid, ki še ni bil odkrit pri 
hmelju, je bilo ključno za postavitev naše naloge. Zaporedji dveh viroidov, HLVd in 
CBCVd, smo in-silico razrezali na 21, 22 in 24 bp dolge od viroidnega zaporedja pridobljene 
male RNA (vd-sRNAs), ki smo jih nato primerjali s hmeljnim transkriptomom. Pri tem smo 
dobili množico hipotetičnih tarč, na katere naj bi viroid z vd-sRNA vplival. 
 
Že od samega odkritja viroidov se odgovor na vprašanji kako viroid okuži rastlino in preko 
katerih mehanizmov deluje, izmika. V množici raziskav (Navarro in sod., 2012a; Flores in 
sod., 2005; Gago-Zachert, 2016, Wang in sod., 2004), ki so bile narejene v zadnjih letih, se 
zdi, da imamo pred seboj dober model, ki lahko razloži patogenezo.  
 
S prihodom novih dognanj, med katerimi je tudi utišanje RNA (angl. RNA silencing), je bil 
leta 2004 (Wang in sod., 2004) predlagan model viroidne patogeneze. Model nakazuje, da 
bolezenske znake povzročajo male viroidne RNA molekule (angl. viroid-derived small 
RNAs - vd-sRNAs), ki so narejene s pomočjo obrambnega mehanizma gostitelja (rastline). 
Mehanizem naj bi potekal tako, da vd-sRNA ciljajo točno določena gostiteljska zaporedja 
mRNA ali pa DNA, pri čemer pride do post-transkripcijskega ali pa transkripcijkega utišanja 
(PTGS in TGS).  
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Flores s kolegi je leta 2016 postavil sedanji model utišanja RNA. Poleg PTGS in TGS je 
predpostavljal, da lahko celotna molekula viroida deluje na pojav bolezenskih znakov 
(priloga L). Viroidna molekula RNA naj bi vplivala na indukcijo ali aktivacijo proteina 
kinaze oz. naj bi vplivala na funkcijo proteinov. 
 
Naslednji dokaz, ki podpira interferenčni RNA (iRNA) mehanizem patogeneze, je ta, da se 
vd-sRNA veže s t.i. proteini argonauti (angl. AGO proteins), ki so del RISC kompleksa (od 
RNA induciran kompleks utišanja (angl. RNA-induced silencing complex)) in tako verjetno 
res delujejo v procesu utišanja (Minoia in sod., 2014). 
 
V zadnjem času se dejansko pojavljajo eksperimentalni dokazi o vd-sRNA, ki delujejo v 
procesu PTGS. Eden prvih poskusov na breskvi okuženi z breskovim latentnim mozaičnim 
viroidom (angl. Peach latent mosaic viroid - PLMVd) je pokazal, da je z utišanjem 
gostiteljskih genov povezana prav vd-sRNA. Zaradi dostopnosti različnih variant PLMVd 
viroida, med katerimi je tudi albinizem, imenovan ‘peach calico’, so se lahko raziskovalne 
skupine osredotočile na specifične insercije lasničnih zank, ki so bile predhodno potrjene kot 
povzročitelji albinizma pri breskvi (Malfitano in sod., 2003). Rezultati, potrjeni z večjim 
številom poskusov, so nedvoumno pokazali, da se dve PLMVd mali RNA, ki izhajata iz (-) 
verige ‘calico’ seva, vežeta na transkripte v kloroplastu, ki so povezani s proteini toplotnega 
šoka 90 (cGSP90). Rezultati potrjujejo prav to nenormalnost, ki jo povzroča viroid. Hkrati 
so bili odkriti tudi drugi dokazi o tem, da se male RNA PLMVd-ja vežejo na transkripte 
breskve in jih tako utišajo (Navarro in sod., 2012b). 
 
Za pojasnitev patogeneze viroidov CBCVd in HLVd smo uporabili računalniško predikcijo 
malih viroidih RNA tarč, ki lahko vplivajo na izražanje genov hmelja. S pomočjo NGS 
metode smo sestavili hmeljni transkriptom, ki je bil predstavljen v obliki 150.443 
transkriptov. Vzorce smo nabirali v različnih razvojnih fazah, prav tako smo nabirali različna 
tkiva. Transkriptom hmelja je bil sestavljen že pred našim. Sestavili ga Nagel skupaj s 
sodelavci (2008), vendar je bil narejen s pomočjo Sangerjeve kemije, poleg tega pa so se 
osredotočili le na trihome (specifični lupulinski transkripti). 
 
Študija, metodološko podobna naši, vendar še vedno prvenstveno osredotočena na 
lupulinsko specifične gene, je bila narejena leta 2013 v skupini pod vodstvom Clarka (Clark 
in sod, 2013). Uporabili so NGS Illumina RNA-Seq, kjer so še poglobili znanje o lupulinskih 
žlezah. Transkriptom je bil sestavljen iz listov, storžkov in lupulinskih žlez, kjer so pridobili 
približno 170.000 sosesk. Povprečna dolžina transkripta je bila višja kot v naši študiji, kjer 
so imeli 745 bp (pri nas 494 bp). 
 
Pri primerjavi števila transkriptov med našo obravnavano rastlino in drugimi poljščinami, 
kot sta arašid (59.077) (Zhang in sod., 2012) ali pa korenje (58.751) (Iorizzo in sod., 2011), 
ima hmelj veliko več združenih transkriptov. Višje število transkriptov je verjetno posledica 
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visoke heterozigotnosti, ta pa je posledica narave medsebojnega križanja hmelja. To je lahko 
prispevalo k razdelitvi posameznih alelnih variant na posamezne kontige ali na prisotnost 
alternativno združenih transkriptov. 
 
Nedavno dostopni osnutki sestavljenega hmeljnega genoma, bodo vsekakor izboljšali 
rekonstrukcijo transkriptov (Natsume in sod., 2014). S pomočjo BLAST analize, ki je bila 
narejena proti podatkovnim bazam nukleotidov in proteinov, je pokazala, da ima naš 
transkriptom 41,4 %, 29 %, 22,3 % in 27,4 % podobnih zaporedij v NCBI nt, NCBI nr, 
SWISS-Prot in KOG podatkovnih zbirkah. V kolikor so bili transkripti krajši od 200 bp 
izvzeti iz analize, se je število zadetkov močno dvignilo v prid proteinov, npr. NCBI nr 39,0 
%, SWISS-Prot 30,2 %, KOG 36,9 %. Podobna situacija je bila opažena tudi v drugih 
transkriptomskih šudijah (Wei in sod., 2011). Do transkriptov brez pomembnih homologij 
znanih proteinov lahko pride zaradi prisotnosti nekodirajočih RNA, transkriptov, ki 
predstavljajo samo 5’ ali 3’ neprevedene regije ali pa prekratkih zaporedij. 
 
BUSCO analiza je dosegla vrednost 89 % in je potrdila skorajšnjo popolnost transkriptoma. 
Program je narejen tako, da oceni sestavo transkriptoma in popolnost anotacije. To naredi 
tako, da primerja transkripte z izbranimi univerzalnimi ortologi, ki so prisotni samo v eni 
kopiji v genomu (angl. Universal Single-Copy Orthologs). Ti naj bi bili vedno prisotni v 
vseh živih organizmih. Program je zelo priljubljen pri transkriptomih, sestavljenih iz NGS 
podatkov (Moreton in sod., 2015). Funkcijska analiza različnih GO kategorij pri soseskah je 
pomembna za lažje kasnejše biološko ovrednotenje rezultatov. S pomočjo vseh anotacijskih 
analiz smo pokazali, da je metoda nove generacije sekvenciranja močno orodje za 
rekonstrukcijo transkriptomov, ki so močno heterozigotni, kakor je bilo tudi v našem 
primeru. Zaporedja, pridobljena pri takih analizah, se lahko naprej uporabijo za preučevanje 
SNP, razvoj novih mikrosatelitnih markerjev in pri študijah kartiranja.  
 
V naslednjem koraku smo in-silico poiskali morebitne tarče vd-sRNA za oba viroida, HLVd 
in CBCVd. V uporabi je več namenskih orodij, ki se uporabljajo pri predikciji tarč za male 
ali mikro RNA (Mishra in sod., 2015). Orodja uporabljajo različne parametre za 
prepoznavanje morebitnih tarč, prav tako se med seboj razlikujejo glede na to, ali so prirejena 
za iskanje v živalskih oz. rastlinskih vzorcih. Pristop temelji na sekvenčni podobnosti ali pa 
na pristopu strojnega učenja orodja. 
 
Za odkrivanje tarč smo uporabili dve različni orodji – psRNATarget (Dai in Zhao, 2011) in 
UEA sRNA Workbench (Stocks in sod., 2012). Čeprav sta obe orodji specifični za rastline, 
je bilo opaziti velike razlike v rezultatih. psRNATarget je določila skoraj trikrat več vd-
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Primerjava med različnimi predikcijskimi sRNA orodji je pokazala, da so med njimi razlike 
v učinkovitosti in občutljivosti (Srivastava in sod., 2014). Skupina je pokazala, da na novo 
odkrite male RNA ali pa vrstno specifične sRNA niso dodane v nove algoritme. 
 
Orodje UEA sRNA Workbench ne omogoča spreminjanja parametrov, kar pa psRNATarget 
omogoča. Tako smo pri slednjem pustili vse parameter privzete, razen ‘najvišjo pričakovano 
vrednost’ (angl. maximum expectation score) smo spremenili na vrednosti 3 in 4 (poglavje 
4.4). Znižanje pričakovane vrednosti iz 4 na 3 je drastično znižalo število tarč. Pri vrednosti 
4 je bilo le-teh 7.746 (HLVd in CBCVd skupaj) pri vrednosti 3 pa 2.449 (HLVd in CBCVd), 
torej več kot trikrat manj. V kolikor pogledamo posamezna viroida, je bilo pri CBCVd 4.283 
tarč (vrednost 4) in 1.387 tarč (vrednost 3), torej skoraj trikrat manj, pri HLVd pa 3.463 tarč 
(vrednost 4) in 1.062 (vrednost 3), zopet trikrat manj. 
 
Na število tarč je vplivala tudi dolžina male viroidne RNA. Kot je bilo ugotovljeno, so s 
pomočjo NGS študij (Jakše in sod., 2015, Akbergenov in sod., 2006; Donaire in sod., 2009) 
pokazali, da vd-sRNA obstajajo v treh dolžinskih razredih, tj. 21, 22 in 24 bp, ki so bile 
uporabljene tudi pri predikciji tarč. Število tarč je bilo odvisno od dolžine male viroidne 
RNA molekule, tako je bilo največ tarč najdenih pri dolžini 21 bp. Tarče med različnimi 
dolžinami so se ponavljale, torej se je tarča, ugotovljena pri 21 bp zelo pogosto pojavila tudi 
pri 22 bp in 24 bp, vendar ne vedno (priloga F). V nalogi nismo analizirali skupnih tarč 
(priloga H, slika A). 
 
Izbrali smo metodo RT-qPCR za določevanje izražanja izbranih hmeljnih transkriptov v treh 
različnih tkivih (listi, cvetovi in storžki). Liste smo nabirali le 10.7.2013, cvetove le 
17.7.2013 in storžke le 26.8.2013. Metoda je pogosto uporabljena pri manjšem številu tarč 
(Abdallah in Bauer. 2016). 
 
Za gene PR je znano, da so udeleženi pri obrambi pred različnimi patogeni, kot so bakterije, 
glive in virusi (van Loon in sod., 2006), zato smo jih v prvi fazi analizirali tudi pri interakciji 
med viroidom in hmeljem. Štirje PR geni kažejo močno kopičenje PR transkriptov v obeh 
okuženih rastlinah v listih, medtem ko ni bilo opaziti znatno povečanega izražanja v cvetovih 
in storžkih, razen pri PR1 v storžkih. Tkivno različno izražanje PR1 v modelni rastlini 
Arabidopsis thaliana je bilo dokazano z mikromrežami sicer zdravih rastlin (van Loon in 
sod., 2006). To je lahko tudi vzrok za nižje izražanje, na katerega smo naleteli v cvetovih in 
storžkih hmelja. Do sedaj je bilo v številnih študijah že dokazano, da je pri okužbi viroida 
PSTVd ali CEVd povišano izražanje PR genov (Itaya in sod., 2002, Rodrigo in sod., 1991). 
V našem primeru je tudi rastlina, okužena z HLVd, ki praktično ne kaže nobenih vidnih 
simptomov, kazala povišane vrednosti PR genov. Čeprav HLVd ne povzroči izrazitih vidnih 
simptomov pa verjetno moti sekundarno proizvodnjo metabolita v lupulinskih žlezah 
(Patzak in sod,. 2011) in uporablja celične mehanizme rastline, kar verjetno sproži PR odziv. 
Nedavno je bila narejena RNA-Seq analiza, ki je pokazala, da je občutljivost na HSVd 
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hmelja povezana z znižanim izražanjem PR proteinov v listih ob prisotnosti pepelovke (angl. 
hop powdery mildew - Podosphaera macularis) (Bullock, 2016). Podobnega pojava v našem 
primeru nismo opazili.  
 
Poznano je, da virusi sodelujejo pri utišanju komponent obrambnega sistema rastline tako, 
da inhibirajo ali ciljajo na proteine, ki s t.i. represorji delujejo proti virusom (Lu in sod., 
2004). Rastlinski DCL proteini so lahko tako inhibirani s P38 ali z 29 P1 supresorji iz virusa 
kodravosti repe (Turnip crinkle virus) (Deleris in sod., 2006) in riževega virusa rumene 
lisavosti (angl. rice yellow mottle virus) (Lacombe in sod., 2010). V našem primeru viroidi 
sicer ne proizvajajo proteinov, nas pa je zanimalo ali lahko vd-sRNA utišajo komponentne 
RNAi obrambnega sistema. Tako smo določili tri CBCVd hipotetične tarče, ki domnevno 
ciljajo na hmeljne DCL3a (homolog endoribonukleaza dicer 3a), DCL1 (homolog 
endoribonukleaza dicer 1) in DCL4 (homolog endoribonukleaza dicer 4) transkripte. V 
našem primeru so te tarče kazale stabilno in nespremenjeno izražanje v vseh tkivih (sliki 26 
in 27). Vd-sRNA torej ne vplivajo na aktivnost izražanja na DCL3a, DCL1 in DCL4. Zaradi 
njihove stabilnosti izražanja, tako v različnih tkivih kot različnih stopnjah okuženosti, bi jih 
lahko uporabili v ekperimentu RT-qPCR kot referenčni geni. Prav tako je stabilno in 
nespremenjeno izražanje kazal tudi transkript RDR2 (od RNA odvisna RNA polimeraza 2), 
ki je vpleten v pomnoževanje malih interferenčnih RNA molekul. RDR2 je tudi del od RNA 
odvisne DNA metilacije (angl. RNA–directed DNA methylationʼ - RdDM) metabolne poti. 
Tako kot DCL3a, DCL1 in DCL4 ima tudi RDR2 pri hmelju zelo stabilno in nespremenjeno 
izražanje (slika 26). Torej lahko zaključimo, da vd-sRNA tako iz HLVd kot CBCVd ne 
vplivajo na utišanje teh pomembnih štirih komponent biogeneze malih RNA. 
 
Tarča 20466 - HEN1 (2'-O-metiltransferaza malih RNA), podobno kot DCL4 in RDR2, kaže 
stabilno izražanje v cvetovih in storžkih, v listih pa je bilo izražanje povišano nad mejno 
vrednostjo. Tarča je vključena za razvoj rastlin preko procesa malih RNA (UniProt – HEN1, 
2017) (slika 26).  
 
Vseh pet tarč SDE3 - kandidatna RNA helikaza, AGO1 - protein argonavt 1, AGO2 - a 
protein argonavt 2, AGO2 - b - protein argonavt 2 in AGO7 - protein argonavt 7 (slika 28) 
so imele znižano ekspresijo v HLVd cvetu, v ostalih tkivih je bila ekspresija mnogo šibkejša. 
Vse tarče so ključne za post-transkripcijsko utišanje genov (PTGS) (UniProt – AGO2, 2017; 
UniProt - AGO7, 2017; UniProt – AGO1, 2017) in zaščito pred virusi (UniProt – SDE3, 
2017). Zanimivo je, da je izražanje pri vseh teh tarčah znižano v cvetu pri rastlini okuženi s 
HLVd. Predvidevamo, da je lahko prišlo do medsebojnega delovanja dveh viroidov pri 
rastlini okuženi s CBCVd+HLVd in je zato izražanje stabilno, ali pa, da je povezano s 
kakšnim drugim biološkim procesom. 
 
Rastline so organizmi, ki se ne gibljejo, zato so vzpostavile zapleten sistem obrambe in 
dogovora na napade patogenov, ki vključuje tudi zapletene mehanizme hormonskih 
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odgovorov. Med hormone, ki pomagajo pri biotskem stresu, uvrščamo salicilno kislino, 
jasmonate in etilen, med hormone, ki so pomembni za razvoj, pa citokinine, gibereline in 
brasinosteroide. Patogeni se vseskozi prilagajajo obrambnemu mehanizmu rastlin tako, da 
ciljajo in ovirajo izražanje specifičnih genov (Ma in sod., 2016). 
 
Podobnosti med vd-sRNA in petimi geni, od katerih so štirje vključeni v metabolne poti 
hormonov jasmonatov (JAR1 - jasmonska kislina-amino kislina sintetaza, LOX - linoleat 
13S-lipoksigenazain PLA1 - fosfolipaza A1), en med poti giberelinov (GA2ox – giberelin 2 
oksidaza) in en etilena (ACO - 1-aminociklopropan-1-karboksilat oksidaza), smo potrdili z 
bioinformatskimi orodji in tako predvidevali, da bi lahko vd-sRNA zmanjšale njihovo 
izražanje. Izražanje teh genov smo tudi analizirali s pomočjo metode RT-qPCR (slika 25).  
 
PLA1 gen, ki je imel podobnost s HLVd vd-sRNA, je imel povišano izražanje v listih obeh 
skupin (HLVd in CBCVd+HLVd), kar je bilo nasprotno od predpostavljenega modela. V 
cvetovih in storžkih izražanje gena ni bila primerljivo z izražanjem v listih, vendar je lahko 
to tudi posledica biološko specializirane vloge obeh organov. Dosedanje študije so pokazale, 
da fosfolipaza A, tako kot tudi drugi hidrolizirani fosfolipidni encimi, igra pomembno vlogo 
pri rastlinskem odzivu na patogene (Laxalt in sod., 2002). Naslednji gen je bil LOX, ki je bil 
prav tako kot prejšnji ciljan s HLVd vd-sRNA. Izražanje je bilo znižano v vseh tkivih in v 
obeh skupinah (HLVd in CBCVd+HLVd). Najbolj znižano izražanje je bilo opaziti v listih 
(slika 24). CBCVd vd-sRNA je kazala podobnost tudi z genom ACO in posledično na 
vplivanje njegovega izražanja. V listih je bila ekspresija znižana v obeh skupinah, v cvetovih 
je bila stabilna in v storžkih povišana. Opraševanje vpliva na povišano sintezo etilena in na 
cvetno senescenco, tu nastopi tudi delovanje gena ACO. ACO v pestiču cveta bi bil lahko 
tako pomemben za reguliranje začetnega nastajanja etilena med staranjem cvetov (Llop-
Tous in sod., 2000). Pri nas smo opazili v cvetovih le minimalno spremembo v ekspresiji za 
ta gen. Zadnji gen pri tem sklopu je bil GA2ox, ki je bil prav tako ciljan s CBCVd vd-sRNA. 
Izražanje med tkivi se je močno razlikovalo. Čeprav je šlo za CBCVd tarčo, je bilo znižanje 
izražanja bolj očitno v HLVd skupini rastlin. GA2ox spada med gibereline in njegovo 
čezmerno izražanje povzroči pri topolu (Busov in sod., 2003) in Solanumu (Dijkstra in sod., 
2008) pritlikavo rast. Za rastlino, okuženo z CBCVd je značilna pritlikavost, kar pa ne velja 
za HLVd. Povišana ekspresija v listih pri obeh skupinah verjetno tako ni pomemben dejavnik 
za pritlikavost okuženih rastlin s CBCVd. 
 
Znano je, da siRNA potrebujejo višjo homologijo s tarčo, kot jo miRNA (Lu in sod., 2015). 
Izbrali smo štiri tarče, ki so imele najnižjo pričakovano vrednost, od tega so bile tri CBCVd 
in ena HLVd tarča. Tri CBCVd tarče so bile ‘nedoločen protein’ – UP3, podenota sigma 
AP3 kompleksa – AP3 (sodeluje pri intracelularnem transportu beljakovin in 
vezikulariziranem transportu), SF3B - podenota 4 splicing faktorja 3B (sodeluje pri 
izrezovanju intronov in spajanju eksonov mRNA) ter TBL24 – protein podoben proteinu 
trihomov za dvolomnost svetlobe (vključen v organizacijo celičnih sten ali biogenezo) 
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(poglavje 4.8.4). Vse štiri tarče so imele ekspresijo močno znižano v HLVd cvetovih (slika 
33). Menimo, da lahko do tega pride zaradi nekega drugega biološkega procesa oz. vzroka 
in ne izključno zaradi utišanja z vd-sRNA. 
 
Številne raziskave so pokazale, da vd-sRNA obstajajo v gostitelju v različnih količinah, pri 
čemer tiste z višjo razširjenostjo prihajajo iz t.i. vročih točk regij (angl. hot-spot) viroidnega 
genoma (Jakše in sod., 2015). Tako smo izbrali 11 tarč, ki so ciljani s CBCVd vd-sRNA in 
smo jih glede na orientacijo FOR ali REV razdelili v dve skupini (poglavje 4.8.3). Tarča 
29806 (COR413PM2 - z nizkimi temperaturami reguliran 413 plazmatski membranski 
protein 2), ki je povezana s stresom na mraz (Breton in sod., 2003), je kazala stabilno in 
dokaj nespremenjeno ekspresijo. Tarča 24740 (glysoja_014528 - povezovalni protein mesta 
razvejitve) je neokarakteriziran gen, ki je bil odkrit pri soji (UniProt - glysoja_014528, 
2017). Tudi ta tarča je imela zelo stabilno ekspresijo v vseh tkivih in skupinah rastlin. 
Značilnost tarče 44350 (GATA - GATA transkripcijski faktor) je, da je, glede na to, da gre 
za CBCVd tarčo, kazala pričakovano znižanje izražanja v CBCVd+HLVd rastlini. V 
storžkih je imela CBCVd+HLVd rastlina znižano ekspresijo (C+H: 2,7X), v listih pa 
povišano (1,6X). Trenda utišanja v cvetovih nismo zaznali. Podobno je bilo opaženo tudi pri 
paradižniku, okuženem s PSTVd sRNA, kjer je bilo izražanje gena ‘callose synthase’ 
znižano za 1,5X (Adkar-Purushothama in sod., 2015). Ekspresija tarče 2501 (L484_019636 
- RNA vezavni protein 38) je bila v CBCVd+HLVd skupini znižana v vseh tkivih. Utišanje 
je bilo opaziti pri C+H storžku (-1,9X). Pri HLVd skupini je bilo utišanje šibkejše kot pri 
C+H skupini. Tarča ima v rastlinah vlogo pri rasti, izgradnji in odgovoru na stres (Lee in 
Kang, 2016). RNA vezavni proteini (RBP) naj bi v floemu delovali kot možni RNA 
prenašalci. Tako naj bi ‘phloem protein 2’ pri kumari bil prvi odkrit endogeni floemski 
faktor, ki je zmožen vezave in vitro viroidne RNA (Gomes in Pallás, 2001; Owens in sod., 
2001). Zadnja tarča pri FOR orientaciji je bila 1016 (TUBB8 - veriga beta tubulin 8), ki je 
imela v listih in storžkih znižano ekspresijo v C+H skupini, v cvetovih pa nekoliko povišano, 
vendar je bilo izražanje šibko. V HLVd skupini je ekspresija izstopala le pri storžku, ki pa 
je bila tako kot pri C+H listu šibka. Gen je glavni del mikrotubularnih celic. Predvidevanja 
so bila, da bi lahko mikrotubularne celice in aktin inhibirale PSTVd, vendar so dokazali, da 
to ni možno (Woo in sod., 1999).  
 
Prva tarča pri REV orientaciji je bila 7166 (ACBD5 - protein 5 z acil-CoA vezavno domeno), 
ki je imela izražanje povišano v listu HLVd rastlin, v storžku pa znižano. CBCVd rastlina 
kaže trend znižanega izražanja v cvetovih in storžkih. Za ACBD5 je značilno, da sodelujejo 
v odgovoru na stresne dejavnike in imajo takrat povišano izražanje (Du in sod., 2016). Glede 
na to, da gre za CBCVd tarčo, je zanimivo, da je gen povišano izražen prav v listih HLVd 
rastline. 
 
Tarča 7466 (CYP97B2 - kloroplastni citokrom P450) je kazala znižano ekspresijo v listih in 
storžkih obeh rastlin, medtem ko je bila ekspresija v cvetovih stabilna in nespremenjena 
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glede na BVV. Na splošno so citohromi P540 vključeni v široko paleto reakcij v rastlini, od 
rastlinskih hormonov do obrambnega mehanizma. Znano je, da gostiteljske rastline 
proizvajajo gene, ki so udeleženi v utišanje glivnegacitohroma P450 (CYP51), ki je nujen 
za biosintezo ergosterola, kar prepreči okužbo z glivo (Kock in sod., 2013). Glede na to, da 
je gen tarča CBCVd sRNA, je verjetno vzrok utišanja v obeh skupinah rastlin v drugem 
biološkem vzroku. 
 
Tarča 8499 (HD16 - kazein kinazi 1 podobni protein HD16) ni kazala spremenjenega 
izražanja nad mejno vrednostjo. Ekspresija pri tarči 20309 (Ppol - domnevni poliprotein) je 
kazala povišano ekspresijo v listih v obeh skupinah, je pa bila ta pri CBCVd+HLVd nekoliko 
višja. Ker gre za domnevni poliprotein, je vsekakor zanimivo povišano izražanje tega gena, 
vendar ne moremo trditi, da je to posledica viroidne okužbe. Vseeno pa je znano, da stresni 
dejavniki lahko spodbudijo reaktivacijo transpozonskih elementov (Grandbastien in sod., 
1998, Mhiri in sod., 1997). 
 
Pri tarči 11357 (MBF1c - povezovalni faktor več proteinov 1c) v listu in 71362 (UP2 - 
nedoločen protein) v cvetu je bila ekspresija pri CBCVd+HLVd močneje izražena. 
Pravzaprav je bila pri 11357 ekspresija v vseh ostalih tkivih razen listu (C+H) stabilna, v 
listu pa močno povišana (3,16X). MBF1c (Multiprotein-bridging factor 1c) je transkripcijski 
koaktivator, ki stimulira transkripcijsko aktivnost in sodeluje pri vročinskem, solnem in 
osmotskem stresu (Uniprot - MBF1C, 2017). Študija (Alavilli in sod., 2017) je pokazala, da 
povišana ekspresija poveča toleranco na sol, osmotski in vročinski stres. Okuženost z 
viroidom predstavlja sicer biotski stres za rastlino, možno pa je, da se sprožijo določeni 
obrambni mehanizmi. Omenjeno zgoraj je imela tarča 71362 (UP2 - uncharacterized 
protein), ki je imela povišano ekspresijo v vseh tkivih, najvišja pa je bila v cvetu 
CBCVd+HLVd rastlin. O tej tarči ni znano veliko, saj gre za domnevno neokarakteriziran 
protein. 
 
Prvi del četrte točke smo potrdili, saj smo potrdili dve vd-sRNA, ki lahko utišata izražanje 
gostiteljskih genov, ena iz HLVd (LOX) in ena iz CBCVd (GATA). Ker pa je njihovo število 
premajhno, nismo uspeli potrditi oz. določiti ključnih regij viroida, ki so pomembne za 
izražanje bolezenskih simptomov. 
 
Rezultati naše naloge kažejo, da je NGS tehnologija primerna metoda za pridobivanje 
transkriptov za nemodelne organizme, kot je v našem primeru rastlina hmelja. Z in-silico 
pristopom smo pokazali, da obstajajo visoke ravni identitete med vd-sRNA, ki izvirajo iz 
CBCVd genoma, ki povzroča huda bolezenska znamenja in prav tako iz HLVd genoma, ki 
le teh ne povzroča. Povišana ekspresija PR proteinov je potrdila bolezensko stanje obeh 
okuženih skupin hmelja (HLVd in CBCVd+HLVd).  
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Izražena analiza tarč, ki so bile izbrane na podlagi več kriterijev, je pokazala spremenjene 
vzorce ekspresije v različnih tkivih hmelja, kar kaže na to, da lahko okužba viroidov vpliva 
na transkripcijo tudi domnevno zdravih rastlin oz. rastlin brez izrazitih bolezenskih znakov. 
S pomočjo HLVd in CBCVd vd-sRNA smo za dva transkripta našli dokaze o morebitni 
zmanjšani ekspresiji – LOX in GATA. Rezultati, pridobljeni v tej raziskavi, bodo utrjevali 
nove raziskovalne poti v strategijah za boj proti viroidnim boleznim pri proizvodnji hmelja 
in tudi drugih rastlin.  
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V naši nalogi smo si zastavili štiri cilje. Prvi cilj je bil, da z izbrano NGS tehnologijo, ki 
omogoča obsežno pokritost nukleotidov, uspešno de-novo sestavimo transkriptom hmelja. 
Cilj smo izpolnili! 
 
Drugi cilj je bil, da nam bo tako sestavljen transkriptom hmelja omogočil iskanje tarč za vd-
sRNA, ki jih inducirata HLVd in CBCVd (simulirani in dejanski podatki za vd-sRNA). Cilj 
smo dosegli! 
 
Tretji cilj je bil, da s pomočjo kvantitativnega PCR v realnem času poizkusimo 
eksperimentalno dokazati utišanje hmeljnih transkriptov, ki so morebitne tarče za vd-sRNA. 
Ta cilj smo dosegli le delno, saj sta le dve od 30 izbranih tarč pokazali znižano ekspresijo v 
različnih tkivih okuženega hmelja. Takšen rezultat postavlja pod vprašaj hipotezo o 
patogenezi viroida, ki temelji na t.i. post-traskripcijskem utišanu genov (PTGS). 
Predvidevamo, da so vključeni še drugi mehanizmi patogeneze viroida (transkripcijsko 
utišanje genov preko vd-sRNA ali vpletenost celokupne molekule viroida v obrambni odziv 
rastline), ki jih bo potrebno še raziskati. 
 
Četrti cilj pa je bil, da bodo odkrite in potrjene vd-sRNA, ki utišajo gostiteljske gene, 
omogočile odkriti regije viroida, ki so ključnega pomena za izražanje bolezenskih znamenj. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Rastlino hmelja (Humulus lupulus L.) uvrščamo med konopljevke (Cannabaceae), je 
dvodomna in izvira iz Kitajske. Rastlino sestavljajo vegetativni nadzemni razmnoževalni 
organi in vegetativni podzemni deli, ki tudi prezimijo. Podzemni del sestavljajo koreninska 
tkiva in tkiva stebla, ki skupaj tvorijo štor. Ta vsako leto prirašča, njegova življenjska doba, 
ki je do 25 let, pa je v veliki meri odvisna od pogojev na rastišču, kultivarja in obdelave. 
Sorte glede na količino grenčin in aromo delimo v tri skupine: aromatični, grenčični in 
visoko grenčični hmelj. Iz ekonomskega vidika je pomembna le ženska rastlina. Sort hmelja, 
vpisanih v sortno listo, je bilo v letu 2015 sedemnajst, vendar se jih prideluje 10, od tega so 
štiri pomembnejše: ‘Celeia’, ‘Savinjski Golding’, ‘Aurora’ in ‘Bobek’. Sorta ‘Celeia’ je bila 
uporabljena tudi v naši raziskavi. 
 
Med glavne rastlinske patogene uvrščamo glive, bakterije, fitoplazme, viruse ter viroide. V 
nalogi so nas zanimali prav slednji in njihov mehanizem patogeneze. Viroidi so najmanjši 
rastlinski patogeni, ki so zgrajeni iz gole enoverižne krožne RNA, ki je dolga med 246 in 
401 bp in nimajo kapside. Poleg tega, da so veliko manjši od virusov, ne kodirajo proteinov, 
vendar ima lahko njihova RNA v nekaterih primerih katalitično aktivnost. Pogosto se 
razmnožujejo neodvisno od gostitelja, po rastlini pa se širijo sistemsko in lahko povzročajo 
podobne simptome, kot jih povzročajo virusi.  
 
Hmelj okužujejo štirje hmeljni viroidi: hmeljev latentni viroid (angl. hop latent viroid - 
HLVd), viroidna zakrnelost hmelja (angl. hop stunt viroid - HSVd), viroid grbavosti jabolk 
(angl. apple fruit crinkle viroid - AFCVd) in viroid razpokanosti skorje agrumov (angl. citrus 
bark cracking viroid - CBCVd). 
 
HLVd je leta 1988 določil Puchta. Gre za daleč najbolj pogost viroid, saj je okuženost v 
nasadu praktično 100 %. RNA molekula je paličaste strukture in dolžine 256 bp. Simptomi 
so morfološko neopazni, poročajo o manjši velikosti storžkov, biokemično pa je bilo 
dokazano, da lahko zaradi okužbe pride do zmanjšanja vsebnosti grenčin v lupulinskih 
žlezah. 
 
HSVd ima zaporedje dolgo 302 bp in okužuje različne rodove – Vitis, Citrus, Prunus, 
Humulus itd. Bolezen, ki se v hmelju imenuje viroidna zakrnelost hmelja, so v 50-ih in 60-
ih letih prejšnjega stoletja odkrili na Japonskem. Od tam se je razširila tudi v druge dele 
sveta, med drugim je bila leta 2012 odkrita tudi v Sloveniji. Okuženost rastline zmanjša 
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Viroidno zaporedje CBCVd je dolgo 284 bp. Bolezen, ki jo povzroča viroid, se imenuje huda 
viroidna zakrnelost hmelja in povzroča zelo značilne simptome na okuženih rastlinah. Leta 
2007 se je prvič pojavila tudi v Sloveniji na rastlini hmelja. Viroid se širi z okuženim in 
nekontroliranim rastlinskim materialom ter preko mehanizacije. Simptomi, ki se pojavijo, 
so zastajanje v rasti v začetku junija, oteženo vzpenjanja po opori, majhni rumeni, lahko tudi 
mehurjasti listi ter majhni in lažji storžki z manjšim številom lupulinskih žlez. Poleg tega 
bolezen napade tudi koreninski sistem, kjer se lahko razvije suha trohnoba, kar pripelje do 
popolnega odmrtja rastline. 
 
Četrti viroid v hmelju je viroid grbavosti jabolk (AFCVd), ki pa je prisoten le na Japonskem 
in se (še) ni razširil v druge predele sveta. 
 
V nalogi nas je zanimala prav interakcija med rastlino in viroidom. Model rastline hmelja 
ter dva viroida - en, ki ne povzroča simptomov, ali so le-ti blagi (HLVd), in drug, ki povzroča 
zelo resne in izrazito izražene simptome (CBCVd) - omogočajo idealno orodje za 
preučevanje interakcije viroid-rastlina. S pomočjo NGS tehnologij je že bilo potrjeno, da 
viroidne male RNA (angl. viroid derived small RNA), ki v izjemno velikih količinah 
nastanejo pri okužbi z viroidoma HLVd ali CBCVd, dejansko predstavljajo celoten viroidni 
genom. V rastni sezoni smo za izdelavo transkriptoma in za eksperiment RT-qPCR nabirali 
vzorce sorte ‘Celeia’, iz katerih smo nato izolirali RNA. 
 
Izolirano RNA smo uporabili za sekvenciranje transkriptoma z NGS tehnologijo Illumina, 
iz katere smo sestavili hmeljev transkriptom, in za prepis RNA v cDNA. Poleg tega smo in-
silico razrezali viroidna zaporedja na vse možne viroidne male RNA, velikosti 21, 22 in 24 
bp. Pri iskanju morebitnih viroidnih tarč v hmelju smo uporabili dve orodji: UEA sRNA 
Workebench in psRNATarget. Določili smo skupaj 2449 tarč, od tega jih je bilo 1387 pri 
CBCVd in 1062 pri HLVd. Nato smo jih filtrirali po štirih kriterijih; 1) metabolizem 
rastlinskih hormonov, 2) biogenezo malih RNA, 3) CBCVd tarče vd-sRNA, ki so izvirale iz 
regij viroida z najvišjo pokritostjo, in 4) geni z visoko identičnostjo z vd-sRNA.  
 
Pri prvem setu tarč (metabolizem rastlinskih hormonov) smo izbrali tri CBCVd in dve HLVd 
tarči, pri drugem (biogeneza malih RNA) smo izbrali tri HLVd in sedem CBCVd tarč, pri 
tretjem (CBCVd tarče vd-sRNA, ki so izvirale iz regij viroida z najvišjo pokritostjo) 11 tarč 
in pri četrtem štiri. Skupaj smo analizirali 30 tarč. Izražanje tarčnih genov smo preverili s 
tehniko reverzne transkripcije in PCR v realnem času (RT-qPCR). Tarče, ki so bile izbrane 
na podlagi več kriterijev, so pokazale spremenjene vzorce ekspresije v različnih tkivih 
hmelja, kar kaže na to, da lahko okužba viroidov vpliva na transkripcijo tudi domnevno 
zdravih rastlin oz. rastlin brez bolezenskih znakov. S pomočjo HLVd in CBCVd vd-sRNA 
smo za dva transkripta našli dokaze o morebitni zmanjšani ekspresiji – LOX in CYP97B2. 
Rezultati, pridobljeni v tej raziskavi, bodo utrjevali nove raziskovalne poti v strategijah za 
boj proti viroidnim boleznim pri proizvodnji hmelja in drugih rastlin.  
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Hop (Humulus lupulus L.) is a dioecious plant belonging to the Cannabaceae family, 
originating in China. Hop consists of aboveground and underground parts. The underground 
part survives during the winter. The underground part consists of a root tissue and a stem 
tissue, which together form the stump. The stump grows each year, its life expectancy being 
up to 25 years, depending on conditions at the site, cultivar and processing. Varieties are 
divided into three groups according to the quantity of bitterness and aroma: aromatic, bitter 
and high bitter hops. Only the female plant is important economically. Seventeen hop 
varieties were registered in the national catalogue in 2015 but only ten could be found in hop 
fields. Only four of these ten are important: ‘Celeia’, ‘Savinjski Golding’, ‘Aurora’ and 
‘Bobek’. The variety ‘Celeia’ was used in our study. 
 
There are many different plant pathogens, including fungi, bacteria, phytoplasmas, viruses 
and viroids. Viroids are the smallest known plant pathogens, 246 to 401 bp long, naked, 
circular, single-stranded RNA molecules that do not encode any protein and replicate 
autonomously in host plants. Viroids cause very similar diseases as viruses. Viroids infecting 
hops and their possible pathogenesis mechanism were the subject of this thesis. 
 
Hop plant can be infected with four viroids: hop latent viroid (HLVd), hop stunt viroid 
(HSVd), apple fruit crinkle viroid (AFCVd) and citrus bark cracking viroid (CBCVd). HLVd 
is the most common viroid in hops and all hops in nature are infected with it. 
 
HLVd was found by Puchta in 1988. This viroid is by far the most common hop viroid, 
infection being practically 100%. The RNA molecule has a rod structure with a length of 
256 bp. The symptoms are morphologically unnoticeable but there have been some reports 
of a smaller size of cones, and it has been demonstrated biochemically that there may be a 
decrease in the content of bitterness in the lupulin glands. 
 
The HSVd sequence is 302 long and infects plants of various genera - Vitis, Citrus, Prunus, 
Humulus. The disease, known as hop stunt viroid, was discovered in Japan in the 1950s and 
1960s, from where it has spread to other parts of the world, including Slovenia. HSVd 
reduces the yield by up to 65%, and also reduces the content of alpha and beta acids in hop 
cones. 
 
The CBCVd sequence is 284 bp long. The viroid was initially called CVd-IV but was later 
renamed CBCVd. The disease causes very strong symptoms on infected plants. It appeared 
in Slovenia in 2007. Viroid spreads with infected and non-controlled plant material and 
mechanization. Symptoms are stagnation in growth, difficulty with climbing, small yellow 
leaves, smaller and lighter cones, with fewer lupulin glands. In addition, the disease attacks 
the root system, which can lead to the complete death of the plant. 
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The last hop viroid is apple fruit crinkle viroid (AFCVd), which has only been found in Japan 
and has not spread to other parts of the world. 
 
We focused on the interaction between viroids and the hop plant. Hop plant and two viroids 
- one which does not cause any symptoms or they are mild (HLVd) and another that causes 
very serious and strongly expressed symptoms (CBCVd) - make an ideal tool for studying 
the viroid-plant interaction . NGS technology Illumina confirmed that viroid derived small 
RNA (vd-sRNA), which can be found in enormous amounts, represent the whole genome of 
the viroid. During the growing season, we collected different plant samples, from which 
RNA was isolated. 
 
One part of the isolated RNA was used for transcriptome sequencing and another for cDNA 
reverse transcription and subsequent quantitative PCR. We assembled the hop transcriptome 
for our purposes, and in-silico cut viroid sequences of CBCVd and HLVd to all possible vd-
sRNAs (21, 22 and 24 bp long). Two tools were used to find possible vd-sRNA targets: UEA 
sRNA Workbench and psRNATarget. 
 
The two tools revealed more than 2000 unique targets, which were filtered and selected on 
four different criteria: 1) metabolism of plant hormones, 2) biogenesis of small RNA, 3) 
targets of CBCVd-derived small RNAs with evidence of high cellular concentrations and 4) 
genes with high identity with vd-sRNA. 
 
In the first set (metabolism of plant hormones) we chose three CBCVd and two HLVd 
targets; in the second set (biogenesis of small RNA) we chose three HLVd and seven CBCVd 
targets; in the third set (targets of CBCVd-derived small RNAs with evidence of high cellular 
concentrations) we chose eleven targets and in the fourth set of targets we chose four. 
Altogether there were 30 targets. 
 
Changes of target expression were checked by quantitative reverse transcription PCR (RT-
qPCR). Targets selected on different criteria showed changed patterns of expression in the 
various tissues of the hops, indicating that the viroid infection can also affect the 
transcription of a supposedly healthy plant. With the help of HLVd and CBCVd vd-sRNA, 
we found evidence of possible reduced expression of two transcripts - LOX and CYP97B2. 
The results obtained in this study will consolidate new research pathways in strategies to 
combat virologic diseases in the production of hops, as well as other plants. 
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Illumina Single End 
Adapter 1 
GATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
Illumina Single End 
Adapter 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCT 
Illumina Single End PCR 
Primer 1 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Single End PCR 
Primer 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCTTCCGATCT 
Illumina Paired End 
Adapter 1 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Paired End 
Adapter 2 
GATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG 
Illumina Paried End PCR 
Primer 1 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Paired End PCR 
Primer 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 
Illumina Paried End 
Sequencing Primer 1 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Paired End 
Sequencing Primer 2 
CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT 
Illumina DpnII expression 
Adapter 1 
ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGAC 
Illumina DpnII expression 
Adapter 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina DpnII expression 
PCR Primer 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina DpnII expression 
PCR Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
Illumina DpnII expression 
Sequencing Primer 
CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 
Illumina NlaIII expression 
Adapter 1 
ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATG 
Illumina NlaIII expression 
Adapter 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina NlaIII expression 
PCR Primer 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina NlaIII expression 
PCR Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
Illumina NlaIII expression 
Sequencing Primer 
CCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATG 
Illumina Small RNA 
Adapter 1 
GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 
Illumina Small RNA 
Adapter 2 
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG 
Illumina Small RNA RT 
Primer 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina Small RNA PCR 
Primer 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina Small RNA PCR 
Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
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PCR Primer 1.01 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Multiplexing 
PCR Primer 2.01 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 
Illumina Multiplexing 
Read1 Sequencing Primer 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
Illumina Multiplexing 
Index Sequencing Primer 
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC 
Illumina Multiplexing 
Read2 Sequencing Primer 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 
Illumina PCR Primer 
Index 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 3 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 4 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 5 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 6 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 7 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 8 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 9 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 10 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 11 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTC 
Illumina PCR Primer 
Index 12 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTC 
Illumina DpnII Gex 
Adapter 1 
GATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAAC 
Illumina DpnII Gex 
Adapter 1.01 
ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGAC 
Illumina DpnII Gex 
Adapter 2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina DpnII Gex 
Adapter 2.01 
TCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
Illumina DpnII Gex PCR 
Primer 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina DpnII Gex PCR 
Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
Illumina DpnII Gex 
Sequencing Primer 
CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 
Illumina NlaIII Gex 
Adapter 1.01 
TCGGACTGTAGAACTCTGAAC 
Illumina NlaIII Gex 
Adapter 1.02 
ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATG 
Illumina NlaIII Gex 
Adapter 2.01 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina NlaIII Gex 
Adapter 2.02 
TCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
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Illumina NlaIII Gex PCR 
Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
Illumina NlaIII Gex 
Sequencing Primer 
CCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATG 
Illumina Small RNA RT 
Primer 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina 5p RNA Adapter GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 
Illumina RNA Adapter1 TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG 
Illumina Small RNA 3p 
Adapter 1 
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
Illumina Small RNA PCR 
Primer 1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGA 
Illumina Small RNA PCR 
Primer 2 
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
Illumina Small RNA 
Sequencing Primer 
CGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATC 
TruSeq Universal Adapter AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 
TruSeq Adapter, Index 1 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATCACGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 2 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCGATGTATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 3 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTTAGGCATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 4 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTGACCAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 5 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 6 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGCCAATATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 7 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCAGATCATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 8 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACTTGAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 9 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGATCAGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 10 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACTAGCTTATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 11 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGGCTACATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
TruSeq Adapter, Index 12 GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACCTTGTAATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 
Illumina RNA RT Primer GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
Illumina RNA PCR 
Primer 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA 
RNA PCR Primer, Index 
1 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
2 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
3 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
4 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 5 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 6 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 8 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 9 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
10 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
11 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
12 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
13 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTGACTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
14 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAACTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
15 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGACATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
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RNA PCR Primer, Index 
17 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
18 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCGGACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
19 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTTCACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
20 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGCCACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
21 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGAAACGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
22 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTACGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
23 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCACTCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
24 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTACCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
25 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCAGTGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
26 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
27 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAATGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
28 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTTTTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
29 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGTTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
30 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCGGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
31 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
32 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGAGTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
33 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGCCTGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
34 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCATGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
35 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAAATGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
36 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGTTGGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
37 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTCCGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
38 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCTAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
39 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTATAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
40 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTGAGGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
41 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTCGTCGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
42 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGATTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
43 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTGTAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
44 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTATAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
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RNA PCR Primer, Index 
46 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGGGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
RNA PCR Primer, Index 
47 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTTCGAGTGACTGGAGTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA 
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Seznam genov, ki kodirajo intermediate hormonalnih poti etilena, giberelinov, jasmonatov 





OPIS OPIS (ANGL.) 
ACS1-etilen AT3G61510 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza zeaxanthin epoxidase (ZEP) 
ACS2-etilen AT1G01480 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza neoxanthin synthase (NSY) 
ACS3-etilen AT5G28360 
1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
like psevdo gen 
9-cis-epoxycarotenoid 
dioxigenase (NCED) 
ACS4-etilen AT2G22810 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
9-cis-epoxycarotenoid 
dioxigenase (NCED) 
ACS5/CIN5/ETO2-etilen AT5G65800 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
9-cis-epoxycarotenoid 
dioxigenase (NCED) 
ACS6-etilen AT4G11280 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
9-cis-epoxycarotenoid 
dioxigenase (NCED) 
ACS7-etilen AT4G26200 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
9-cis-epoxycarotenoid 
dioxigenase (NCED) 
ACS8-etilen AT4G37770 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza xanthoxin dehydrogenase (XD) 
ACS9/ETO3-etilen AT3G49700 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza 
abscisic aldehyde oxidase 
(ABAO) 
ACS11-etilen AT4G08040 1-aminociklopropan-1-karboksilat sintaza molybdenum cofactor sulfurare 
ACO1-etilen AT2G19590 1-aminociklopropan-1-karboksilat oksidaza 
ABA 8’-hydorxylase 
(ABA8ox) 
ACO2-etilen AT1G62380 1-aminociklopropan-1-karboksilat oksidaza 
ABA 8’-hydorxylase 
(ABA8ox) 
tCPS/GA1-giberelini At4g02780 ent-copalyl diphosphate sintaza 
ent-copalyl diphosphate 
synthase 
AtKS/GA2-giberelini At1g79460 ent-kauren sintaza ent-kaurene synthase 
AtKO/GA3-giberelini At5g25900 ent-kaurenska oksidaza/CYP701A3 
ent-kaurenoic 
oxidase/CYP701A3 
AtKAO1-giberelini At1g05160 ent-kaurenoic acid oksidaza/CYP88A3 
ent-kaurenoic acid 
oxidase/CYP88A3 





At4g25420 GA 20-oksidaza GA 20-oxidase 
AtGA20ox2-giberelini At5g51810 GA 20-oksidaza GA 20-oxidase 
AtGA20ox3-giberelini At5g07200 GA 20-oksidaza GA 20-oxidase 
AtGA20ox4-giberelini At1g60980 GA 20-oksidaza GA 20-oxidase 
AtGA20ox5-giberelini At1g44090 GA 20-oksidaza GA 20-oxidase 
AtGA3ox1/GA4-
giberelini 
At1g15550 GA 3-oksidaza GA 3-oxidase 
AtGA3ox-giberelini 2 At1g80340 GA 3-oksidaza GA 3-oxidase 
AtGA3ox3-giberelini At4g21690 GA 3-oksidaza GA 3-oxidase 
AtGA3ox4-giberelini At1g80330 GA 3-oksidaza GA 3-oxidase 
AtGA2ox1-giberelini At1g78440 GA 2-oksidaza (razred I) GA 2-oxidase (class I) 
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AtGA2ox3-giberelini At2g34555 GA 2-oksidaza (razred I) GA 2-oxidase (class I) 
AtGA2ox4-giberelini At1g47990 GA 2-oksidaza (razred II) GA 2-oxidase (class II) 
AtGA2ox5-giberelini pseudogene   
AtGA2ox6-giberelini At1g02400 GA 2-oksidaza (razred II) GA 2-oxidase (class II) 
AtGA2ox7-giberelini At1g50960 GA 2-oksidaza (razred III) GA 2-oxidase (class III) 
AtGA2ox8-giberelini At4g21200 GA 2-oksidaza (razred III) GA 2-oxidase (class III) 
GAMT1-giberelini At4g26420 GA metiltransferaza GA methyltransferase 
GAMT2-giberelini At5g56300 GA metiltransferaza GA methyltransferase 
DAD1-jasmonati At2g44810 galaktolipaza/fosfolipaza A1 galactolipase/phospholipase A1 
DGL-jasmonati At1g05800 galaktolipaza galactolipase 
LOX2-jasmonati At3g45140 13-lipoksigenaza 13-lipoxygenase 
AOS-jasmonati At5g42650 alen oksid sintaza (CYP74A1) allene oxide synthase (CYP74A1) 
AOC1-jasmonati AT3G25760 alen oksid ciklaza allene oxide cyclase 
AOC2-jasmonati AT3G25770 alen oksid ciklaza allene oxide cyclase 
AOC3-jasmonati AT3G25780 alen oksid ciklaza allene oxide cyclase 
OPR3-jasmonati At2g06050 OPDA reduktaza OPDA reductase 
OPCL1-jasmonati At1g20510 OPC-8:0-CoA ligaza OPC-8:0-CoA ligase 
ACX1-jasmonati AT4G16760 acil-CoA oksidaza acyl-CoA oxidase 
ACX2-jasmonati AT5G65110 acil-CoA oksidaza acyl-CoA oxidase 
ACX3-jasmonati AT1G06290 acil-CoA oksidaza acyl-CoA oxidase 
ACX4-jasmonati AT3G51840 acil-CoA oksidaza acyl-CoA oxidase 
ACX5-jasmonati AT2G35690 acil-CoA oksidaza acyl-CoA oxidase 
JAR1-jasmonati AT2G46370 jasmonic acid-amino acid sintaza jasmonic acid-amino acid synthase 
JMT-jasmonati At1g19640 jasmonic acid carboxyl metiltransferaza 
jasmonic acid carboxyl 
methyltransferase 
AtST2a-jasmonati AT5G07010 hydroxyjasmonic acid sulfotransferaza isochorismate synthase 
ICS1/SID2-salicilna kislina At1g74710 isochorismate sintaza isochorismate synthase 
ICS2-salicilna kislina At1g18870 isochorismate sintaza 
benzoic acid/salicylic acid 
carboxyl methyltransferase 
BSMT1-salicilna kislina At3g11480 
benzoična kislina/salicilna kislina carboxyl 
metiltransferaza 
salicylic acid glucosyltransferase 
UGT74F1-salicilna kislina At2g43840 salicilna kislina glucosyltransferase salicylic acid glucosyltransferase 
UGT74F2-salicilna kislina At2g43820 salicilna kislina glucosyltransferase methyl salicylate esterase 
AtMES1-salicilna kislina At2g23620 metil salicilat esteraza methyl salicylate esterase 
AtMES2-salicilna kislina At2g23600 metil salicilat esteraza methyl salicylate esterase 
AtMES7-salicilna kislina At2g23560 metil salicilat esteraza methyl salicylate esterase 




Pokorn T. Identifikacija potencialnih tarč viroidnih malih RNA (vd-sRNA) v hmelju (Humulus lupulus L.). 





Vzorci, ki smo jih uporabili pri NGS sekvenciranju hmeljnega transkriptoma skupaj z 
koncetracijo in A260/280 vrednostjo 
 
VZOREC KONCENTRACIJA (ng/µl) A260/280 
9.7.2012 7/16 zalistniki 636,8 2,01 
23.7.2012 7/12 zalistniki 671 2,136 
9.7.2012 7/7 poganjek 724,8 1,803 
9.7.2012 7/7 cvet 767,6 1,686 
8.5.2012 TEGELC list in poganjek 927,6 2,089 
23.7.2012 7/16 cvet 1007 2,068 
6.8.2012 7/7 storžek 1160 2,121 
6.8.2012 7/12 storžek 1358 2,108 
17.5.2012 12/7 list 1378 1,75 
23.7.2012 7/7 cvet 1592 2,096 
25.4.2012 12/7 korenina 2021 2,15 
8.5.2012 7/7 list 2850 2,148 
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Obsežnejši prikaz podatkov tarč, ki se nadaljujejo tudi v PRILOGAH od E do F. Zaporeda številka pri 
vseh prilogah je predstavlja enako tarčo 
 
št. soseska dolžnina viroid/vd-sRNA orientacija 
pridikcijsko 
orodje 
 št. soseska dolžnina viroid/vd-sRNA orientacija 
pridikcijsko 
orodje 
1 79001 470 CBCVd / - psRNATarget  18 44350 820 CBCVd / + OBE ORODJI 
2 27196 3840 CBCVd / - psRNATarget  19 24740 2712 CBCVd / + psRNATarget 
3 820 4133 CBCVd / - psRNATarget  20 2501 3226 CBCVd / + psRNATarget 
4 4643 5027 CBCVd / + psRNATarget  21 1016 2152 CBCVd / + psRNATarget 
5 4884 5348 CBCVd / + psRNATarget  22 18517 7611 CBCVd / + OBE ORODJI 
6 21818 3687 CBCVd / + psRNATarget  23 21090 537 CBCVd / + OBE ORODJI 
7 2112 9228 CBCVd /-,+ OBE ORODJI  24 24148 1065 CBCVd / + OBE ORODJI 
8 5134 5128 HLVd / - psRNATarget  25 10708 1747 HLVd / + OBE ORODJI 
9 22779 4016 HLVd / - psRNATarget  26 51543 1395 CBCVd / - psRNATarget 
10 20466 3156 HLVd / - psRNATarget  27 24780 2290 CBCVd / + psRNATarget 
11 7166 2536 CBCVd / - psRNATarget  28 7472 1616 CBCVd / + psRNATarget 
12 8499 1990 CBCVd / - psRNATarget  29 30192 2042 HLVd / - psRNATarget 
13 11357 813 CBCVd / - OBE ORODJI  30 316 2396 HLVd / + OBE ORODJI 
14 71362 215 CBCVd / - OBE ORODJI 
15 7466 3058 CBCVd / - psRNATarget 
16 20309 4464 CBCVd / -, + OBE ORODJI 
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Obsežnejši prikaz podatkov tarč, zaporedna številka iz PRILOGE D predstavlja enako tarčo 
tudi v PRILOGI E. številka pod SKUPINO predstavlja štiri razrede tarč (1 set tarč: poudarek 
na genih hormonalnih poti, 2 set tarč: biogeneza malih RNA, 3 set tarč: najboljše prileganje 
malih viroidnh RNA na transkriptom hmelja, 4 set tarč je najnižjo pričakovano vrednost) 
 





1 protein argonavt 2 2 3.0  
2 kandidatna RNA helikaza 2 3.0  
3 protein argonavt 1 2 3.0  
4 homolog endoribonukleaza dicer 3a 2 2.5  
5 protein argonavt 2 2 3.5  
6 protein argonavt 7 2 3.5  
7 homolog endoribonukleaza dicer 1 2 2.5  
8 homolog endoribonukleaza dicer 4 2 3.5  
9 od RNA odvisna RNA polimeraza 2 2 3.0  
10 2'-O-metiltransferaza malih RNA 2 3.0  
11 protein 5 z acil-CoA vezavno domeno 3 3.0  
12 kazein kinazi 1 podobni protein HD16 3 3.0  
13 povezovalni faktor večih proteinov 1c 3 2.0  
14 nedoločen protein (UP2) 3 3.5  
15 kloroplastni citokrom P450 3 3.0  
16 domnevni poliprotein 3 3.5  
17 
z nizkimi temperaturami reguliran 413 
plazmatski membranski protein 2 
3 3.0 
 
18 GATA transkripcijski faktor 3 3.0  
19 povezovalni protein mesta razvejitve 3 3.0  
20 RNA vezavni protein 38 3 3.5  
21 veriga beta tubulin 8 3 3.5  
22 nedoločen protein (UP3) 4 1.0  
23 podenota sigma AP3 kompleksa 4 1.0  
24 podenota 4 splicing faktorja 3B 4 1.0  
25 
protein podoben proteinu trihomov 
za dvolomnost svetlobe 
4 1.0 
 












1 3.5 etilen 
29 fosfolipaza A1 1 3.0 
Jasmonska 
pot 
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Obsežnejši prikaz podatkov tarč, zaporedna številka iz PRILOGE E predstavlja enako tarčo 






mikro RNA položaj na viroidu 
sRNA dolžina (psRNA / 
UEA sRNA) 
1 242 262 189-209 21 bp 
2 3494 3516 33-55 22 bp, 24bp 
3 3680 3700 207-231 21 bp, 22 bp, 24 bp 
4 2842 2865 138-164 21 bp 
5 3690 3713 10-34 21 bp, 22bp, 24bp 
6 756 779 269-8 21 bp, 22 bp, 24 bp 
7 2264 2284 42-62 (psRNA -); 24-47 (UEA +) 21bp/24 bp 
8 3200 3220 221-242 21 bp 
9 3939 3958 14-34 21 bp 
10 353 372 78-98 21 bp, 22bp 
11 1434 1454 156-180 21 bp, 22bp, 24bp 
12 489 512 160-186 21 bp, 22bp, 24bp 
13 475 499 154-180 (psRNA); 154-180 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp, 24bp 
14 64 83 159-179 (psRNA); 158-180 (UEA) 21 bp/21 bp, 22 bp 
15 717 736 159-179 21 bp 
16 855+; 904- 874+;927- 
102-125 (psRNA+); 155-179 
(psRNA-); 156- 178 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp 
17 998 1018 127-148 21 bp, 22bp 
18 6 27 125-147 (psRNA); 124-147 (UEA) 21 bp, 22bp/21 bp, 22bp 
19 2245 2265 127-148 21 bp, 22bp 
20 2092 2112 127-147 21 bp, 22bp 
21 838 858 127-148 21 bp, 22bp, 24bp 
22 4895 4914 181-211 (psRNA); 183-208 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp, 24bp 
23 37 63 255-1 (psRNA); 254-280 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp, 24bp 
24 867 888 137-165 (psRNA); 137-160 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp, 24bp 
25 1432 1456 122-149 (psRNA); 123-149 (UEA) 
21 bp, 22bp, 24bp/21 bp, 
22bp, 24bp 
26 785 812 70-97 21bp, 22 bp, 24 bp 
27 1593 1613 38-59 (psRNA) 21bp, 22 bp, 24 bp 
28 986 1007 212-233 21bp, 22 bp, 24 bp 
29 1052 1077 126-151 22 bp, 24 bp 
30 359 384 66-93 (psRNA); 67-88 (UEA) 















mikro RNA položaj na viroidu Ujemanje vd-sRNA in tarče 
1 79001 242 262 189-209  miRNA    21 UUCUUUCUCAGGUCGCGAAGG 1      
             .::::: :::.:::: ::::         
Target   242 GAGAAAAAGUUCAGCUCUUCG 262  
2 27196 3494 3516 33-55  miRNA    22 GGUAUGUUCCCUCCUCAAGCUG 1      
             ..::..: ::::: .::::::.        
Target  3494 UUAUGUAUGGGAGUGGUUCGAU 3516   
3 820 3680 3700 207-231  miRNA    21 UUGUAUCCACCGGGUAGUUUC 1      
             :: :: :::::.::: :::::        
Target  3680 AAAAUUGGUGGUCCACCAAAG 3700  
4 4643 2842 2865 138-164  miRNA    21 CGCUACCUUCCUUCCUCUGCU 1    
              ::.:::::::::: :::.::     
Target  2842 GCGGUGGAAGGAAGAAGAUGA 2862   
5 4884 3690 3713 10-34  miRNA    24 CAAAAAUAAACCAGGGCGUCUCUU 1      
               ::::.::::::.:.::.: ::.        
Target  3690 GUUUUUGUUUGGUUCUGCGGUGAG 3713 
6 21818 756 779 269-8 miRNA    24  AAGGGGUCUCCCCAGAGUUUUCGC 1      
             ::: ::::::: ::. :::::::         
Target   756 UUCACCAGAGGAGUUCCAAAAGCA 779  
     Se nadaljuje 
      
      
      
    











































































nadaljevanje    
7 2112 2264 2284 42-62 (psRNA -); 24-47 (UEA +) miRNA 21  CCUCUUCAGGUAUGUUCCCUC 1      
        ::: :: ::::::. ::::::        
Target  2264 GGACAAUUCCAUAUCAGGGAG 2284 
8 5134 3200 3220 221-242 miRNA  21 UGUGAACUUCUGCAGGUAAAG 1      
         ...: ::::.::::.:::::        
Target  3200 AUGUUGGAAGGCGUCUAUUUC 3220 
9 22779 3939 3958 14-34 miRNA   21 ACCAUACAGGUAAGUCACGUA 1      
          :::::::...:: : :::::        
Target  3939  UGGUAUGUUUGUUGACUGCAU 3958 
10 20466 353 372 78-98 miRNA   21 CUGGCGCUCGAUCUCCGCCUC 1      
          :.::. :::::::: .::::        
Target   353 GAUCGUUAGCUAGAGUUGGAG 372 
11 7166 1434 1454 156-180   miRNA    21 AUCGGAUGUGGAGCCAGCGAU 1      
             :: ::::: ::::::.:.::        
   Target  1433  UAGACUACAGCUCGGUUGUUA 1453   
12 8499 489 512 160-186    miRNA    21 CGACGAUCGGAUGUGGAGCCA 1      
             :. ::::::.::.::::.:::        
    Target   490 GUCGCUAGCUUAUACCUUGGU 510 
13 11357 475 499 154-180 (psRNA); 154-180 (UEA)    miRNA    21 CGGAUGUGGAGCCAGCGAUGG 1      
             :::: ::::::::::::::::        
    Target   479 GCCU-CACCUCGGUCGCUACC 498   
14 71362 64 83 159-179 (psRNA); 158-180 (UEA)    miRNA    21 CGAUCGGAUGUGGAGCCAGCG 1      
             :::. ::: ::::::::::::        
   Target    64 GCUGCCCU-CACCUCGGUCGC 83 
     Se nadaljuje 
      
      

















































































mikro RNA položaj na viroidu Ujemanje vd-sRNA in tarče 
15 7466 717 736 159-179 miRNA    21 CGAUCGGAUGUGGAGCCAGCG 1      
            ::::: ::.:: ::::.::        
Target   717 GAUAGCCAACGCCACGGUUGC 736 
16 20309 855+; 904- 874+;927- 102-125 (psRNA+); 155-179 (psRNA-);  
156- 178 (UEA) 
  miRNA    21 CUGCGGUCACUAGGCGCCGCG 1      
             :::::: ::: ::::::: :        
   Target   854 GACGCCAUUGAGCCGCGGCCC 874 
17 29806 998 1018 127-148      miRNA    21 CCUCUGCUCGAGGACAAGGCC 1      
                :: : ::::::.::::.:::        
        Target  997 GGAAAGGAGCUCUUGUUUCGG 
1017  
18 44350 6 27 125-147 (psRNA); 124-147 (UEA)     miRNA    21 CUGCUCGAG-GACAAGGCCACG 1      
             : ::::::: :::::::::::         
     Target     6 GCCGAGCUCUCUGUUCCGGUGA 27 
19 24740 2245 2265 127-148 miRNA  21 CCUCUGCUCGAGGACAAGGCC 1      
        : :::. :::::::: :::::        
Target  2245 GUAGAUCAGCUCCUGCUCCGG 2265 
20 2501 2092 2112 127-147 miRNA  21 CUCUGCUCGAGGACAAGGCCA 1      
        :::  ::::::.::::..:::        
Target  2092 GAGCAGAGCUCUUGUUUUGGU 2112 
21 1016 838 858 127-148 miRNA    20 CUCUGCUCGAGGACAAGGCCA 1      
          .::.:::.::.:::::.::         
Target   838 GGGAUGAGUUCUUGUUCUGGA 858 
22 18517 4895 4914 181-211 (psRNA); 183-208 (UEA)  miRNA    21 AAGAGUCCAGCGCUUCCUUCU 1      
             :.::::::::::::::.:::        
    Target  4895 UUUUCAGGUCGCGAAGGGAGA 4914  
     Se nadaljuje 
      
      

















































































mikro RNA položaj na viroidu Ujemanje vd-sRNA in tarče 
23 21090 37 63 255-1 (psRNA); 254-280 (UEA)   miRNA    21 AGAGUUUUCGCCCGGUAAAAU 1      
             ::::::.:::::.:::::::        
   Target   39 UCUCAAAGGCGGGUCAUUUUA 59  
24 24148 867 888 137-165 (psRNA); 137-160 (UEA)     miRNA    21 UACCUUCCUUCCUCUGCUCGA 1      
             :::: :::::::::::::::        
     Target   867 AUGGCAGGAAGGAGACGAGCU 887   
25 10708 1432 1456 122-149 (psRNA); 123-149 (UEA)     miRNA    21 CGCUUGUUCUUCUUCGGCUUC 1      
             ::::::.:::::.:::::::        
      Target  1435 GCGAACGAGAAGGAGCCGAAG 1455 
26 51543 785 812 70-97    miRNA    22 CGACGAGUCUGAAGAGAUUUCC 1      
             : : .:::::.:::::::.:::        
    Target   789 GGUCUUCAGAUUUCUCUAGAGG 810 
27 24780 1593 1613 38-59 (psRNA)    miRNA    21 GAAGUCCAUACAAGGGAGGAG 1      
              :::: :::: :::::::::.        
     Target  1592 CUUCAAGUAUUUUCCCUCCUU 1612 
28 7472 986 1006 212-233 miRNA  21 GUUCUCAACAUAGGUGGCCCA 1      
        :::::::  :.: ::::::::        
Target   986 CAAGAGUAUUGUGCACCGGGU 1006 
29 30192 1052 1077 126-151    miRNA    22 CAGGACGCGAACAAGAAGAAGC 1      
             ::: ::  ::::::::::::::        
     Target  1054 GUCAUGGCCUUGUUCUUCUUCG 1075  
30 316 359 384 66-93 (psRNA); 67-88 (UEA)    miRNA    21 AGAGGCGGAGCGAGCUCAUCC 1      
             ::::: :::::::.:::: ::        
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Vennovi diagrami prikazujejo število idetičnih tarč med CBCVd in HLVd (A) 
Število idetičnih tarč med različno dolžgimi vd-sRNA za CBCVd (B) in število idetičnih 
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Python skripta (rezi_viroida.py) je napisal dr. Vid Jelen. Uporabili smo jo za razrez 







viroid = open(sys.argv[1]) 
except: 
print("Vnesi input datoteko!") 
exit() 
 
seq = viroid.read() 
viroid.close() 
sekvenca = ("".join(seq.split()[1]))*2 
 
try: 





for i in range(0, (len(sekvenca)/2)): 
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Python skripta (RETRIEVE_FASTA.PY), ki jo je napisal dr. Vid Jelen in smo jo uporabili 
za izvoz izbranih tarč. 
 





  in_fasta = open(sys.argv[1], "rt") 
  in_contigs = open(sys.argv[2], "rt") 
except: 
  print "Prvi fajl naj bo fasta, drugi pa fajl s kontigi" 
  exit() 
 
fastaji = defaultdict(str) 
 
try: 
  for line in in_fasta: 
    if line.startswith(">"): 
      key = line.split()[0] 
    else: 
      fastaji[key] += line 
except: 
  print "Prvi fajl naj bo fasta, drugi pa fajl s kontigi" 
  exit() 
 
for contig in in_contigs: 
  for key in fastaji.keys(): 
    if key.rstrip().endswith(contig.rstrip()): 
      print key 
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V prilogi so zapisani slovenski in angleški izrazi za imena genov 
 
SOSESKA ANGLEŠKI IZRAZ SLOVENSKI IZRAZ 
79001 Protein argonaute 2 (AGO2-b) protein argonavt 2 
27196 Probable RNA helicase SDE3 (SDE3) kandidatna RNA helikaza 
820 Protein argonaute 1 (AGO1) protein argonavt 1 
4643 endoribonuclease dicer homolog 3a (DCL3a) homolog endoribonukleaza dicer 3a 
4884 Protein argonaute 2 (AGO2-a) protein argonavt 2 
21818 Protein argonaute 7 (AGO7) protein argonavt 7 
2112 endoribonuclease dicer homolog 1 (DCL1) homolog endoribonukleaza dicer 1 
5134 Endoribonuclease Dicer homolog 4 (DCL4) homolog endoribonukleaza dicer 4 
22779 RNA-dependent RNA polymerase 2 (RDR2) od RNA odvisna RNA polimeraza 2 
20466 Small RNA 2'-O-methyltransferase (HEN1) 2'-O-metiltransferaza malih RNA 
7166 
acyl-CoA-binding domain-containing protein 5 
(ACBD5) 
protein 5 z acil-CoA vezavno domeno 
8499 Casein kinase 1-like protein HD16 (HD16) kazein kinazi 1 podobni protein HD16 
11357 multiprotein-bridging factor 1c (MBF1c) povezovalni faktor večih proteinov 1c 
71362 uncharacterized protein (UP2) nedoločen protein (UP2) 
7466 
Cytochrome P450 97B2, chloroplastic 
(CYP97B2) 
kloroplastni citokrom P450 
20309 putative polyprotein (Ppol) domnevni poliprotein 
29806 
Cold-regulated 413-plasma membrane protein 
2 (COR413PM2) 
z nizkimi temperaturami reguliran 413 
plazmatski membranski protein 2 
44350 GATA transcription factor (GATA) GATA transkripcijski faktor 
24740 branchpoint-bridging protein (glysoja_014528) povezovalni protein mesta razvejitve 
2501 RNA-binding protein 38 (L484_019636) RNA vezavni protein 38 
1016 Tubulin beta-8 chain (TUBB8) veriga beta tubulin 8 
18517 uncharacterized protein (UP3) nedoločen protein (UP3) 
21090 AP-3 complex subunit sigma (AP3) podenota sigma AP3 kompleksa 
24148 splicing factor 3B subunit 4 (SF3B) podenota 4 splicing faktorja 3B 
10708 
protein trichome birefringence-like 24 
(TBL24) 
protein podoben proteinu trihomov 
za dvolomnost svetlobe 
51543 gibberellin 2-oxidase (GA2ox) giberelin2-oksidaza 
24780 jasmonic acid-amino acid synthetase (JAR1) 







30192 phospholipase A1 (PLA1) fosfolipaza A1 






Mehanizem delovanja viroidov, kot ga je prikazal Flores skupaj s kolegi (2016) 
 
 
MEHANIZEM DELOVANJA VIROIDA 
VIROIDNA RNA / INTERAKCIJA Z  GOSTITELJEM 
INDUKCIJA ALI AKTIVACIJA 
 PROTEINA KINAZE 
VPLIV V FUNKCIJO  
PROTEINOV 









VMEŠAVANJE V IZRAŽANJE 
GENOV 
Flores in sod., 2016; Current Opinion in Virology  
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